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  ZUSAMMENFASSUNG    
Zusammenfassung 
 
Bei Frauen verursacht der schnelle Abfall des Östradiolspiegels während des Klimakteriums 
oft unangenehme Beschwerden, wie Depressionen, Hitzewallungen und Schlafstörungen. 
Darüber hinaus löst der reduzierte Hormonspiegel auch chronische Effekte aus, wie z.B. eine 
Abnahme der Knochendichte und -masse sowie eine starke Zunahme kardiovaskulärer 
Risiken. Zur Behandlung von klimakterischen Symptomen wird seit vielen Jahren die 
Hormonersatztherapie (HRT) verschrieben. In letzter Zeit konnte allerdings in mehreren 
Studien gezeigt werden, dass die HRT neben den positiven Effekten, wie Linderung bzw. 
Prävention von klimakterischen Symptomen, auch adverse Effekte induzieren kann. So 
besteht ein erhöhtes Risiko an Endometrium- oder Mammakarzinomen zu erkranken.  
Aufgrund dieser Ergebnisse besteht ein wachsendes Interesse an effektiven aber auch sicheren 
Alternativen zu der klassischen HRT als Behandlungsmaßnahme klimakterischer Symptome. 
Aus diesem Grund hat die Behandlung mit pflanzlichen Präparaten als Alternative zur HRT in 
den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen.  
Der in dieser Arbeit untersuchte Extrakt ERr 731
®
 ist Bestandteil eines solchen Präparates, 
welches seit 1993 zur Behandlung von prämenopausalen Frauen mit Ameno- bzw. 
Oligomenorrhö und klimakterischen Symptomen angewendet wird.  
Die klinische Wirksamkeit bzw. der grundsätzliche Nachweis der biologischen Aktivität des 
Extraktes wurde in klinischen Studien untersucht,  in denen gezeigt werden konnte, dass 
dieser eine Reduzierung klimakterischer Symptome bewirkte und dabei keine unerwünschten 
Nebenwirkungen aufwies. Die klinischen Beobachtungen deuteten auf eine Hormon- bzw. 
Östrogen-ähnliche Wirkungsweise von ERr 731
®
 hin. Daher wurde im Vorfeld dieser Arbeit 
zur Untersuchung potentiell östrogener Effekte von ERr 731
®
 und seiner Bestandteile 
in vitro-Untersuchungen durchgeführt, deren Ergebnisse zeigten, dass der Extrakt und seine 
Bestandteile Östrogenrezeptor β (ERβ)-selektiv in endometrialen Zellen und nur schwach 
Östrogenrezeptor α (ERα)-selektiv in Knochenzellen wirkten. 
Darauf aufbauend war das Ziel dieser Arbeit den pflanzlichen Extrakt ERr 731
®
 hinsichtlich 
seiner Wirksamkeit und Sicherheit bezüglich Uterus und Knochen zu charakterisieren.  
Dazu wurden tierexperimentelle in vivo-Experimente durchgeführt, in denen untersucht 
wurde, ob der subkutan (s.c.) applizierte Extrakt östrogene bzw. potentiell 
ERα-antagonisierende Wirkung im Uterus ovariektomierter (ovx) Ratten besitzt. Zusätzlich 
wurde ermittelt, ob eine länger anhaltende orale Behandlung mit dem Extrakt sicher 
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hinsichtlich proliferativer Veränderungen im Uterus ist und der Extrakt knochenprotektive 
Eigenschaften aufweist. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der s.c. als auch der oral verabreichte 
Extrakt weder einen uterotrophen Effekt, noch auf mRNA-Ebene die grundlegenden 
Mechanismen, welche in der Regulation der Zellproliferation oder Wachstumskontrolle 
involviert sind, induziert. Die Wirkung des Extraktes wird dabei vermutlich hauptsächlich 
über die Aktivierung des ERβ vermittelt, der keine Stimulation der Proliferation induziert. 
Zusätzlich übte der Extrakt so keine östrogenen Effekte auf die untersuchten 
Östrogen-responsiven Gene aus. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten in vivo-Untersuchungen lieferten Hinweise, dass die 
in vitro festgestellte ERβ-Selektivität des Extraktes auch in vivo zum Tragen kommt. Als 
funktionelle Auswirkung dieser ERβ-Aktivierung führte die ERr 731®-Behandlung zu einem 
ERα-antagonistischen Wirkprofil auf die uterinen Funktionen in Gegenwart einer niedrigen 
Östradioldosis. Somit konnte in dieser Arbeit die in den klinischen Studien erwähnte 
Anwendungssicherheit des Extraktes bezüglich des Uterus bestätigt werden. 
Für den Extrakt konnte allerdings, trotz der in vitro beobachteten schwachen Aktivierung des 
ERα in den U2OS-Karzinomazellen, in vivo keine knochenprotektive Wirkung nach 
90-tägiger oraler Behandlung gezeigt werden. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit und der klinischen Studien deuten darauf hin, dass der Extrakt 
als ein selektiver Östrogenrezeptor-Modulator (SERM) bezeichnet werden kann. Zur 
genaueren Beurteilung des SERM-Charakters des Extraktes sind allerdings noch 
weiterführende Untersuchungen hinsichtlich seiner Wirkung im Gefäßsystem, im Zentralen 
Nervensystem und in der Brustdrüse notwendig. 
Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, durch die der Extrakt seine Effekte ausübt, 
muss eine geeignete Zelllinie gefunden werden. In dieser sollten dann Untersuchungen mit 
einem ERβ-selektiven Agonisten als Positivkontrolle und kombinierte Behandlung mit einem 
ERβ-selektiven Antagonisten, der ERβ-vermittelte Effekte inhibiert, durchgeführt werden, um 
eine eindeutige Aussagen bezüglich der möglichen ERβ-selektiven 
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  EINLEITUNG 
  1 
1 Einleitung und Zielstellung 
1.1 Einleitung 
 
Das Klimakterium oder die Wechseljahre bezeichnen die Zeitspanne vor und nach der 
Menopause, welche durch eine nach und nach abnehmende Funktion der Eierstöcke und der 
damit verbundenen Verringerung der Hormonkonzentration an Östrogen und Progesteron 
gekennzeichnet ist. Die Menopause wird dabei retrospektiv nach 12 Monaten Amenorrhöa 
diagnostiziert [1].  
Die Menopause tritt weltweit im Durchschnitt zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr auf, 
wobei für Europäerinnen ein engerer Zeitraum ermittelt werden konnte, und zwar zwischen 
dem 50. und 52. Lebensjahr. Der Zeitraum bis zur letzten Menstruation wird als 
Perimenopause bezeichnet und kann bis zu 5 Jahren andauern. Diese Phase ist gekennzeichnet 
durch Symptome, die die Lebensqualität der betroffenen Frauen in unterschiedlichem 
Ausmaß beeinträchtigen können. Dazu zählen Hitzewallungen, Schlafstörungen und 
Stimmungsschwankungen mit Depressionen, bedingt durch den allmählich abfallenden 
Östrogenspiegel. Im weiteren Verlauf des Klimakteriums, der so genannten Postmenopause, 
verändert sich die Symptomatik. Es kommt unter anderem zu einer Abnahme der 
Knochendichte und damit einhergehender gesteigerter Osteoporosegefahr. Des Weiteren geht 
die Postmenopause mit atrophischen Veränderungen in Brust- und Endometriumsgewebe und 
mit vaginaler Trockenheit einher [2].   
Seit Jahrzehnten wurde die Hormonersatztherapie (HRT), bestehend entweder aus einer 
Kombination aus Östrogen- und Progesteronderivaten (kombinierte HRT) oder aus einem 
Östrogenderivat allein, gegen klimakterische Symptome verschrieben. In den letzten Jahren 
konnte jedoch in mehreren Studien belegt werden, dass die HRT nicht nur positive Effekte, 
wie die Linderung bzw. Prävention von klimakterischen Symptomen besitzt, sondern auch 
bedenkliche Gesundheitsrisiken in sich bergen kann. Ergebnisse zahlreicher Langzeitstudien 
belegen, dass eine über einen längeren Zeitraum verabreichte HRT mit erheblichen Risiken 
einhergeht [3, 4].  
So wurde beispielsweise der Östrogen-Gestagen-Arm der Women's Health Initiative 
(WHI)-Studie vorzeitig abgebrochen. Grund dafür war einerseits ein erhöhtes 
Mammakarzinomrisiko und zum anderen die vom ersten Behandlungsjahr an fortbestehende 
Erhöhung der Risiken für kardiovaskuläre Erkrankungen, Schlaganfall und Lungenembolie 
[3]. Für die kombinierte HRT wurden signifikant erhöhte Risiken für Mammakarzinom (26%) 
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[5], Schlaganfall (41%), kardiovaskuläre Erkrankungen (29%), Herzinfarkt und 
thromboembolische Ereignisse (13%) ermittelt [4]. In der „Million Women Study“ [5] wurde 
festgestellt, dass das Mammakarzinomrisiko im Verlauf einer kombinierten HRT signifikant 
ansteigt, wobei dies für eine Östrogenmonotherapie nur in geringerem Ausmaß zutraf [6-8]. 
Die Östrogenmonotherapie ist jedoch für Frauen, deren Uterus nicht entfernt wurde, aufgrund 
einer Stimulierung des Endometriums durch Östrogene und der damit einhergehenden 
Hyperplasie und der erhöhten Gefahr eines Endometriumkarzinoms, ungeeignet [9-11]. 
Aufgrund dieser Ergebnisse besteht ein wachsendes Interesse an effektiven aber auch sicheren 
Alternativen zu der klassischen HRT als Behandlungsmaßnahme klimakterischer Symptome. 
Daraus folgend hat die Behandlung mit pflanzlichen Präparaten als Alternative zur HRT 
zunehmend an Bedeutung gewonnen [12].  
Bei den verwendeten Präparaten muss jedoch zwischen Pflanzenextrakten als Arzneimittel 
und sonstigen Produkten, z.B. denen des Nahrungsergänzungsmittelmarktes, unterschieden 
werden. Nahrungsergänzungsmittel sind frei erhältlich und unterliegen nicht den gesetzlichen 
Vorschriften für Arzneimittel. Die wissenschaftliche Überprüfung ihrer Wirksamkeit und der 
Nachweis eventueller Nebenwirkungen oder Wechselwirkungen zwischen Substanzen 
innerhalb des Präparates oder mit anderen Arzneimitteln sind so nicht erforderlich.  
Einige Produkte, die Extrakte der Traubensilberkerze (Cimicifuga racemosa) enthalten, sind 
in Deutschland als pflanzliche Arzneimittel zugelassen, wobei diese jedoch hinsichtlich ihrer 
Wirksamkeit und Sicherheit bei der Anwendung noch unzureichend untersucht sind. So zeigte 
ein Cimicifuga racemosa-Extrakt in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie keine 
signifikante Verbesserung klimakterischer Symptome [13]. 
Seit einigen Jahren ist ein weiteres pflanzliches Präparat zur Behandlung von klimakterischen 
Symptomen erhältlich. Dabei handelt es sich um den speziellen Trockenextrakt ERr 731
®
  aus 
den Wurzeln des Sibirischen Rhababers, Rheum rhaponticum. Dieser wurde bereits in 
verschiedenen Studien hinsichtlich seiner Sicherheit untersucht. Die Ergebnisse der klinischen 
Studien belegten, dass der Extrakt einige klimakterische Symptome lindern konnte und 
zusätzlich keine adversen Effekte hinsichtlich der Einnahme aufwies [14].  
In den in vitro-Untersuchungen konnte für den Extrakt und seine Hauptbestandteile eine 
selektive Präferenz zum Östrogenrezeptor β (ERβ) im Vergleich zum Östrogenrezeptor α 
(ERα) in endometrialen Zellen und eine schwache ERα-selektive Wirkung in Knochenzellen 
nachgewiesen werden [15, 16]. 




Der in dieser Arbeit untersuchte Extrakt ERr 731
®
 ist Bestandteil eines Präparates, welches 
seit 1993 zur Behandlung von prämenopausale Frauen mit Ameno- bzw. Oligomenorrhö und 
klimakterischen Symptomen angewendet wird. In den letzten Jahren wurden zur Beurteilung 
der Wirksamkeit und der Anwendungssicherheit dieses pflanzlichen Extraktes klinische 
Studien und in vitro-Untersuchungen durchgeführt. Die Ergebnisse der klinischen Studien 
deuteten auf eine Hormon- bzw. Östrogen-ähnliche Wirkungsweise des Extraktes hin ohne 
proliferative Veränderungen in den untersuchten Zielorganen hervorzurufen. In den 
in vitro-Untersuchungen wurde gezeigt, dass der Extrakt in endometrialen Zellen 
hauptsächlich über den ERβ wirkt. 
Ziel dieser Arbeit war es, den pflanzlichen Extrakt ERr 731
®
 hinsichtlich seiner Wirksamkeit 
und Sicherheit bezüglich Uterus und Knochen zu charakterisieren. Dazu wurden 
tierexperimentelle in vivo-Untersuchungen durchgeführt, in denen der Extrakt bei subkutaner 
(s.c.) als auch oraler Verabreichung im Vergleich zu Östradiol (E2) bzw. Östradiolbenzoat 
(E2-benzoat) auf morphologische und molekularbiologische Veränderungen in Uterus, Leber 
und Knochen ovariektomierter (ovx) Ratten untersucht wurde.  
Dabei sollten folgende Teilaspekte untersucht werden: 
 
1. Besitzt der s.c. applizierte Extrakt östrogene Wirkung im Uterus?  
2. Besitzt der Extrakt potentiell ERα - antagonisierende Wirkung im Uterus, da in vitro eine  
    ERβ-selektive Wirkung gezeigt werden konnte?  
3. Welche Effekte hat der Extrakt bei unterschiedlich langer oraler Behandlung?  










2 Theoretische Grundlagen 
2.1 Östrogenrezeptoren 
 
Östrogene vermitteln ihre vielfältigen physiologischen Funktionen hauptsächlich über die 
beiden Östrogenrezeptoren ERα und ERβ [17], welche wiederum die Expression von 
verschiedenen Genen regulieren [18, 19]. Die wichtigsten Aspekte dieser Signalwege sollen 
im Folgenden kurz beschrieben werden. 
 
 
2.1.1 Allgemeiner Aufbau 
 
Die Östrogenrezeptoren (ERs) sind Steroidhormonrezeptoren, die gemeinsam mit den 
Schilddrüsenhormon-, Retinolsäure-, Vitamin D-Rezeptoren und den Rezeptoren ohne 
bekannten physiologischen Liganden (Orphan-Rezeptoren) zur Familie der Nukleären 
Rezeptoren gehören  und als Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren wirken [20].  
Die Grundstruktur der Steroidrezeptoren ist durch verschiedene funktionelle Domänen 
charakterisiert: N-terminal die A/B Domäne, zentral die C- oder DNA-Bindungsdomäne und 
C-terminal die E/F oder Ligandenbindungsdomäne (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Domänenartiger Aufbau des Steroidhormonrezeptors [21] 
 
Die N-terminale A/B-Domäne ist die am geringsten konservierte Domäne und enthält eine 
Liganden-unabhängige Aktivierungsfunktion 1 (AF-1), die im Gegensatz zur C-terminal 
lokalisierten AF-2 konstitutiv aktiv ist [22]. Die AF-1-Region vermittelt dabei die 
Liganden-unabhängige Aktivierung durch Phosphorylierung. Die sich daran anschließende 
C-Domäne bzw. DNA-Bindungsdomäne (DBD) ist hochgradig konserviert und beinhaltet 
zwei Zinkfinger-Motive, welche für die Rezeptordimerisierung und Bindung an spezifische 
DNA-Sequenzen (Östrogen responsive Elemente (EREs))  essentiell sind. An die C-Region 
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schließt sich eine sehr variable Verbindungsregion, die so genannte Hinge-Domäne (D) an, 
welche den Rezeptoren eine Konformationsänderung erlaubt und oftmals eine Signalsequenz 
für die Kernlokalisierung des Rezeptors enthält. Am C-Terminus vermittelt die E/F- oder 
Ligandenbindungsdomäne (LBD) die Ligandenbindung, Rezeptordimerisierung und 
Translokation in den Zellkern [23]. In dieser Domäne befindet sich die Liganden-abhängige 
Aktivierungsfunktion 2 (AF-2). Die LBD besteht aus 12 α-Helices, wobei die 
Ligandenbindungstasche durch die Aminosäuren der Helices 3, 4, 5 und 12 gebildet wird.  
Die Helix 12 spielt dabei eine besondere Rolle beim Verschließen der Tasche nach Bindung 
eines Agonisten, denn erst danach ist die Voraussetzung für die Interaktion mit Koaktivatoren 
über AF-2 gegeben und die Genexpression erfolgt. Bei Bindung selektiver Antagonisten 
verursacht die Helix 12 eine spezifische Konformationsänderung, wodurch die Transkription 
verhindert bzw. die Genexpression modifiziert wird [24]. Durch vergleichende 
Röntgenstrukturanalysen verschiedener Ligand-Ligandenbindungsdomänen-Komplexe von 
Steroidrezeptoren konnte gezeigt werden, dass eine Konformationsänderung von Helix 12 die 
Dissoziation von Korepressoren, die Dimerisierung und die Interaktion mit Koaktivatoren 
herbeiführt, wodurch es  zur Aktivierung der Transkription kommt [21]. 
Die LBD ist entscheidend für die Bindung von Korepressoren und -aktivatoren, wobei durch 
diese Bindungsinteraktionen die Rezeptordimerisierung, die nukleäre Translokation und die 
Modulation der Zielgenexpression durch AF-2 beeinflusst werden [25]. 
 
 
2.1.2 Östrogenrezeptoren alpha und beta 
 
Bei den ERs unterscheidet man zwei Subtypen, einerseits den ERα, welcher 1958 entdeckt 
wurde und als „klassischer“ ER bezeichnet wird und den 1996 erstmalig klonierten ERβ [26]. 
Der humane ERα ist auf dem Chromosom 6 und der humane ERβ auf dem Chromosom 14 
codiert. Beide Rezeptoren weisen in ihrer Struktur einen hohen Grad an Homologie auf, 
wobei die DBD zu 95% und die LBD im Menschen zu 58 % und in der Ratte zu 55% 
homolog sind [26]. Diese strukturellen Homologien korrelieren mit Ergebnissen, die zeigen, 
dass beide Rezeptoren die gleichen DNA-Bindungseigenschaften besitzen [27-30], E2 mit 
vergleichbarer Affinität  binden, durch Antiöstrogene inhibiert werden [31] und physikalisch  
mit dem Koaktivator SRC-1 interagieren können [32]. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich 
die ERs allerdings wesentlich in ihrer N-terminalen Region (18 % Homologie), welche die 
Liganden-unabhängige AF-1 enthält [31]. Diese ist beim ERα sehr aktiv und stimuliert die 
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Bindung an verschiedene EREs sehr stark, wie in mehreren Reportergenassays gezeigt 
werden konnte, wogegen beim ERβ die Aktivität der AF-1 eher gering ist [21]. Im Gegensatz 
dazu ist die Aktivität der AF-2 der beiden ERs etwa gleich stark. Als Konsequenz daraus 
übersteigt die transkriptionelle Aktivität von  ERα die des ERβ, wenn die Transkription eines 
Genes von beiden Aktivierungsfunktionen abhängt. Wenn AF-1 jedoch nicht notwendig ist, 
haben ERα und ERβ die gleichen transkriptionellen Aktivitäten [33, 34]. 
Diese Unterschiede legen nahe, dass ERα und ERβ verschiedene Funktionen bezüglich der 
Genregulation haben können und möglicherweise zu der selektiven Wirkung von E2 in 
unterschiedlichen Zielgeweben beitragen [35]. 
Im menschlichen Organismus lässt sich für ERα und ERβ ein spezifisches Verteilungsmuster 
ausmachen, wobei in bestimmten Organen bzw. Gewebetypen jeweils ein Rezeptorsubtyp in 
seiner Expression stark überwiegt. Der ERβist in den Ovarien, der Prostata und in der Lunge 
am höchsten exprimiert [36, 37]. Des Weiteren ist dieser im Knochen, Uterus, Brustdrüse, 
Zentralnervensystem (ZNS) und im kardiovaskulären System vorhanden, wo allerdings auch 
der ERα exprimiert wird. Im Gegensatz zum ERβ ist ERα der dominante ER im Uterus (mit 
Ausnahme der Endothelzellen im Endometrium [38]), Niere, Nebenniere, Brustdrüse sowie in 
der Leber [37].  
Innerhalb eines Gewebes können beiden Rezeptoren exprimiert werden, wobei sie jedoch oft 
auf unterschiedliche Zelltypen verteilt sind. Zum Beispiel scheint die Expression von ERα im 
Ovar auf die Thekazellen sowie die interstitiellen Zellen beschränkt zu sein, während 
ERβspeziell in den Granulosazellen exprimiert wird [39]. 
Die Gewebespezifität der Expression von ERαund ERβdeutet auf die unterschiedlichen 
Funktionen der beiden Subtypen hin. Dies wird durch die unterschiedlichen Phänotypen der 
Knock-Out Mäuse für ERα(ERαKO) und ERβ(ERβKO) bestätigt. Die homozygote 
ERβKO-Maus zeigt deutlich weniger Fehlbildungen, die nach vorläufigen Daten vor allem 
auf die Ovarien beschränkt sind und zu verringerter Fertilität führen. Die homozygote 
ERαKO-Maus ist infertil und zeigt neben Fehlbildungen der Ovarien auch eine Hypoplasie 
des Uterus und eine Unterentwicklung der Brustdrüsen und andere Defekte [40].  
Aufgrund von in vitro-Untersuchungen wird vermutet, dass eine unausgeglichene 
ERα/ERβ-Expression ein besonderes Merkmal Östrogen-abhängiger Tumorentwicklung sein 
könnte und dass ERβ eine Schlüsselrolle beim Schutz gegen ERα-induzierte 
Hyperproliferation spielt [24]. So scheint ERβ ein dominanter Regulator der 
Östrogensignalwirkung zu sein, da er eine konzentrationsabhängige Reduktion der 
ERα-vermittelten Transkription verursacht, wenn beide Subtypen koexprimiert sind [41]. 
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2.1.3 Wirkmechanismen  
 
Die Wirkungen von Östrogenen und Östrogen-wirkenden Substanzen nach Bindung an den 
ER auf verschiedene Zielgene können auf unterschiedlichen Wegen vermittelt werden, die im 
Folgenden kurz vorgestellt werden sollen. 
 
 
2.1.3.1 ERE-abhängige Weg der Östrogen-abhängigen Genregulation 
 
Beim so genannten „klassischen“ Östrogensignalweg bedingen die ERs die Transkription 
von Genen, die so genannte Östrogen-responsive Elemente (EREs) in ihrer Promotorregion 
enthalten. In Abwesenheit von E2 liegt der Rezeptor als Monomer assoziiert mit einem 
Proteinkomplex bestehend aus zwei 90 kDa Hitze-Schock Proteinen (hsp90), einem hsp70 
und einem zusätzlichen 55 kDa Protein vor. Dieser Proteinkomplex dient einerseits dazu den 
Rezeptor im inaktiven Zustand zu stabilisieren und zum anderen die DBD zu verdecken, 
damit keine ungewollten Interaktionen mit der DNA stattfinden können [42, 43].  
In Anwesenheit von E2 kommt es zur Bindung an die LBD des Rezeptors, wodurch eine  
Konformationsänderung bedingt wird. Diese bewirkt die Ablösung der assoziierten Proteine 
und die Dimerisierung von zwei E2-ER-Komplexen, entweder zu einem Homo- oder 
Heterodimer aus ERαund/oder ERβ. Dabei sind beide Aktivierungsfunktionen aktiv und es 
erfolgt die Translokation in den Kern, wo das Rezeptordimer an EREs im Promotorbereich 
Östrogen-responsiver Gene binden kann [44]. 
Bei der Initiation der Transkription interagieren zahlreiche Proteine am Promotor. Nach 
Bindung des Rezeptordimers am ERE, interagiert es mit Komponenten der basalen 
Transkriptionsmaschinerie und anderen Proteinen wie Koaktivatoren (SRC-1, SRC-2, 
TRAP/DRIP) [21], welche die ER-vermittelte Transkription verstärken oder Korepressoren, 
die diese reprimieren [45].  
Es wird angenommen, dass der ER und seine Koaktivatoren die Bindung der basalen 
Transkriptionsfaktoren stabilisieren und dadurch den Aufbau des  Initiationskomplexes für die 
Transkription fördern. Wenn der Initiationskomplex vollständig aufgebaut ist, wird die RNA-






Abbildung 2: ERE-abhangiger Weg der Östrogen-abhängigen Genregulation [46] 
 
In Abhängigkeit vom gebundenen Liganden wird eine entsprechende Konformationsänderung 
des Proteins hervorgerufen, wobei die Position der Helix 12 entscheidend für die Induktion 
oder die Repression ist [24]. Des Weiteren kommt es durch den gebundenen Liganden 
hervorgerufene Konformationsänderung zur Rekrutierung verschiedener Koregulatoren.  
 
 
2.1.3.2 ERE-unabhängiger Weg der Östrogen-abhängigen Genregulation  
 
Beim ERE-unabhängigen Weg der Östrogen-abhängigen Genregulation kommt es zur 
Bindung des Liganden an den ER und anschließend jedoch nicht zur Bindung an die DNA, 
sondern zum „Tethering“ mit anderen Transkriptionsfaktoren (TF) wie z.B. AP-1, SP-1 und 
NF-κB [47-50] (Abbildung 3), die ihrerseits an die DNA binden und die Gentranskription  
aktivieren. Durch diesen Signalweg kann die Transkription von Genen reguliert werden, die 
kein ERE beinhalten, jedoch Erkennungssequenzen für die jeweiligen TF besitzen [51].  
So scheinen die Gene für Ovalbumin, Insulin-ähnlicher Wachstumsfaktor 1 (IGF-1), 
Kollagenase, vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF), c-Myc, Cyclin D1, c-fos, 
LDL-Rezeptor und vor allem die Proliferation des Uterusgewebes durch diesen Mechanismus 
reguliert zu sein [52]. Über die Bindung an den TF SP-1 oder den TF-Komplex Fos/Jun am 
AP-1 Element erfolgt somit eine indirekte Aktivierung der nachgeschalteten Gene [19].  
Durch die Bindung des ER kann jedoch auch eine Inhibierung der Genexpression erfolgen.  
So geschieht dies, wenn NFκB durch IL-1β aktiviert wird und darauf folgend die Abspaltung 
von IkB induziert wird. Bindet nun der E2-ERα-Komplex an den unvollständigen NFκB wird 
dieser an der Bindung mit dem NFκB-responsiven Element gehindert und die Transkription 
blockiert [21]. Am besten untersucht ist jedoch die Interaktion von ERα und AP-1 [19].  
In Reportergenstudien konnte in Abhängigkeit von der verwendeten Zelllinie sowohl 
Repression als auch Aktivierung von Promotoren mit AP-1-Elementen nachgewiesen werden 
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[53]. Außerdem konnte gezeigt werden, dass in dem Proteinkomplex am AP-1-Element auch 
Koaktivatoren der ERs, wie SRC-1 und CBP, integriert sind [54-56]. So kann die Repression 
von Promotoren mit AP-1-Elementen möglicherweise auf ein Konkurrieren und „Wegfangen“ 
von gemeinsamen Koaktivatoren durch den ER zurückzuführen zu sein [56]. E2 kann dabei 
jedoch nur über ERα den AP-1-Komplex stimulieren und über ERβ wirkt es reprimierend auf 
den AP-1-Komplex [47]. So haben Untersuchungen gezeigt, dass Östrogene, welche die 
Proliferation von MCF-7 Brustkrebszellen stimulieren, die Wachstumsfaktor-induzierte AP-1-
Aktivität steigern, währenddessen Antiöstrogene, welche das Wachstum dieser Zellen 
hemmen, auch die Aktivität von AP-1 inhibieren [57]. Daher wird angenommen, dass AP-1 
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Proliferation spielt. 
Da die meisten Promotoren Bindungsstellen für verschiedene TF enthalten, können die ERs  
z.T. gegenläufige Effekte über diese Elemente ausüben. Die Transkriptionsrate ist daher das 
Resultat aus aktivierenden und reprimierenden Einflüssen, die über verschiedene TF und 
Koaktivatoren vermittelt werden. Somit kann die unterschiedliche Expression von TF und 
Koaktivatoren die gewebespezifischen Effekte von Östrogenen und Antiöstrogenen erklären 
[58]. 
 
Abbildung 3: Mögliche Modulation der Transkription von Genen, die über den ER vermittelt werden; 
links: ERE-abhängiger Weg der Östrogen-abhängigen Genregulation, Mitte: indirekte Effekte 




2.1.3.3 Liganden-unabhängige Wege 
  
Neben der Liganden-abhängigen Aktivierung gibt es noch eine Liganden-unabhängige 
Aktivierung der Transkription durch den ER. Dabei erfolgt die Aktivierung des ER durch 
Phosphorylierungen verschiedener Serin- und Tyrosingruppen in den Aktivierungsfunktionen 
AF-1 und AF-2, welche durch Wachstumsfaktor-Rezeptoren (epidermaler Wachstumsfaktor 
(EGF)-, IGF- und Insulin-Rezeptor) vermittelte Signalwege stimuliert werden können. Die 
Phosphorylierung bewirkt dabei eine östrogene oder antiöstrogene Wirkung, reguliert die 




2.1.3.4 Nichtgenomische Effekte 
 
Die Effekte von Östrogenen werden zumeist durch die Interaktion mit den Nukleären 
Rezeptoren und die nachfolgenden Modifikationen der Transkriptionsmaschinerie erklärt. Es 
treten jedoch einige Effekte von Steroidhormonen bereits nach wenigen Sekunden oder 
Minuten auf, wodurch es sehr wahrscheinlich ist, dass diese Effekte unabhängig von der 
Transkription erfolgen. Diese Effekte werden möglicherweise über membranständige ERs 
oder durch den G-Protein-gekoppelten Membranrezeptor GPR30 [60] vermittelt. In Folge 
dessen kann sehr schnell die Konzentration intrazellulärer „second messenger“ wie Kalzium 
[61] und cAMP [62] erhöht werden und es zur Aktivierung der Mitogen-aktivierten 
Proteinkinase (MAPK) [63], der Phospholipase C [64], der Phosphatidylinositol-3-Kinase 
(PI-3K) sowie der endothelialen NO Synthase [65] kommen. Zusätzlich kann auch die 
Freisetzung von EGFs und IGFs aktiviert werden, wodurch es zur Stimulation von EGFR und 
IGFR kommt [66]. 
GPR30 wurde zuerst in MCF-7-Mammakarzinomzellen identifiziert, an den sowohl 
ER-Agonisten als auch -Antagonisten  binden können [67]. Es wird vermutet, dass GPR30 
unabhängig von ERα und ERβ wirkt, da in Brustkrebszellen, die weder ERα noch ERβ 
besaßen, eine schnelle Östrogenwirkung induziert wurde [60]. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass zur Aktivierung des MAPK-Signalweges durch E2 die Expression des GPR30 
notwendig ist und über die Transaktivierung des EGFR vermittelt werden kann [68]. 
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Hinsichtlich des GPR30 gibt es allerding einige Kontroversen. So wird dieser einerseits als 
ein Membran-gebundener ER anerkannt und hat aus diesem Grund ein neuen offiziellen 
Namen: G-Protein gekoppelter ER1 (GPER) erhalten. Andererseits gibt es einige, die die 
Frage aufwerfen, ob GPR30 ein ER ist und ob dieser Membran-gebunden ist [69].  
 
 
2.1.4 Koaktivatoren und -repressoren 
 
Koregulatoren sind zelluläre Faktoren, die durch Nukleäre Rezeptoren rekrutiert werden, 
deren Funktion ergänzen und zusätzlich als Vermittler der zellulären Antwort auf endokrine 
Signale fungieren. Sie sind grundsätzlich in Koaktivatoren, die die transkriptionelle 
Aktivierung fördern und Korepressoren, die die Aktivität am Promotor abschwächen, 
unterteilt [70]. 
Die ER-vermittelte transkriptionelle Aktivierung ist so z.B. mit der Rekrutierung von 
Koaktivatoren wie SRC-1/NcoA-1 (Steroidrezeptor Koaktivator-l/nukleäre Rezeptor  Ko-
aktivator-1), TIF-2/GRIP-l/NCoA-2 (transkriptioneller Intermediärfaktor 2/Glukokortikoid-
rezeptor interagierendes Protein l/ nukleäre Rezeptor Koaktivator 2) [71], p/CIP (p300/CBP 
Kointegrator assoziiertes Protein) [55], CBP/p300 (CREB-Bindeprotein/ p300) [72] und 
p/CAF (p300/CBP-assoziierte Faktor) verbunden [73]. Am besten untersucht sind dabei die 
160 kDa großen Koaktivatoren der SRC-1-Familie (auch p160-Koaktivatoren) sowie die 
300 kDa großen Koaktivatoren CBP/p300 [74]. 
Die Transkription von Steroid-regulierten Genen kann durch Koaktivatoren auf verschiedene 
Weise beeinflusst werden: 
 
1)   Verstärkung der durch Steroidrezeptoren induzierten Transaktivierung durch Einbeziehen    
      des Transaktivierungskomplexes in die basale Transkriptionsmaschinerie, 
2)   Einfügen zusätzlicher Transkriptionsfaktoren in die basale Transkriptionsmaschinerie  
      und 
3)   Verbesserung der Transaktivierung durch Veränderung der Bindung der Histone durch 
      Histonacetyl-Transferase (HAT) [75]. 
 
Es wird angenommen, dass die Steroidrezeptoren in vivo um eine begrenzte Anzahl an 
Koaktivatoren konkurrieren [76]. 
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Die Rekrutierung von Koaktivatoren zu den ERs ist die Grundvoraussetzung für die 
ER-Aktivität. Des Weiteren sind die Koaktivatoren wichtige Determinanten für die 
gewebsspezifische östrogene Wirkung, da diese ein gewebsspezifisches Expressionsprofil 
aufweisen. Zudem können ER-Liganden ihrerseits die Rekrutierung der Koaktivatoren,   




2.2 Östrogene und Östrogen-wirkende Substanzen 
 
Es existieren eine ganze Reihe bekannter Liganden der ERs, welche z.T. endogenem teils 
auch exogenem Ursprungs sind. Man kann dabei folgende Kategorien unterscheiden: 
 
2.2.1 Endogene Östrogene 
 
Die natürlich auftretenden Östrogene sind das Östron (E1), das 17β-Östradiol (E2)  
(Abbildung 4) und das Östriol (E3), welche zu den Steroidhormonen gehören und vor allem in 
Ovar und Testis, jedoch auch in peripheren Geweben wie z.B. im Fettgewebe durch die 
Aromatisierung von Androgenen synthetisiert werden [78].  
 
                 17β-Östradiol (E2)   
Abbildung 4: Strukturformel von 17β-Östradiol [79] 
 
Östrogene spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von Wachstum, Differenzierung und 
Funktion von verschiedenen reproduktiven Geweben wie z.B. Uterus und Ovarien der Frau   
und Testis und Prostata des Mannes [17].  
Weiterhin konnten Wirkungen auf nichtreproduktive Gewebe wie z.B. Brustdrüse, Knochen, 
Leber, Gehirn und Gefäßsystem nachgewiesen werden [17, 80]. So werden wesentliche 
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physiologische Mechanismen des Erhalts der Knochenmasse beeinflusst [81], wobei die 
Abnahme der Knochendichte verhindert wird, indem das Gleichgewicht zwischen 
Knochenaufbau und Knochenabbau (Knochenhomöostase) sichergestellt wird [82, 83]. 
Östrogene haben dabei auf zellulärer Ebene Auswirkung auf die Bildung, Lebensdauer und 
funktionelle Aktivität von Osteoblasten [84] und Osteoklasten [85].  
So beeinflussen Östrogene neben der Ausprägung der sekundären Geschlechtsmerkmale der 
Frau verschiedene Stoffwechselvorgänge, physiologische Parameter und Organfunktionen in 
unterschiedlichen Östrogen-sensitiven Organen und Geweben [86].  
 
2.2.2 Selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) 
 
Als selektive ER-Modulatoren (SERMs) bezeichnet man eine Klasse von chemisch 
unterschiedlichen Substanzen, die an den ER binden können und gewebsspezifisch 
östrogenagonistisch oder -antagonistisch wirken [87, 88].  
Die Wirkung beruht dabei darauf, dass verschiedene ER-Liganden eine unterschiedliche 
Konformation des ER bedingen, die die Rekrutierung bestimmter Koaktivatoren oder -
repressoren hervorruft [89]. 
Die bekanntesten SERMs sind Tamoxifen (TAM) und Raloxifen (RAL) (Abbildung 5).  
    
              
   Raloxifen                                                             Tamoxifen 
Abbildung 5: Strukturformeln der SERMs Raloxifen und Tamoxifen [90] 
 
TAM gehört zur Gruppe der Triphenylethylene und wird seit mehr als 30 Jahren als ein 
nicht-steroidales Antiöstrogen zur „First-Line-Behandlung“ von postmenopausalen, 
metastisierenden Mammakarzinomen eingesetzt [91]. Es übt jedoch neben antiöstrogenen 
auch teilweise ER-agonistische Effekte aus [92], was durch die Tatsache erklärt werden kann, 
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dass es, wie auch Östrogen, die ER-Dimerisierung und die Bindung des ER-Dimers an ein 
ERE ermöglicht. Der antagonistische Effekt wird vermutlich durch Inhibition der Liganden-
abhängigen AF-2-Aktivität vermittelt. Ein möglicher Mechanismus, über den es diesen Effekt 
erzielt, ist seine Fähigkeit, Koaktivatoren wie z.B. SRC1 davon abzuhalten, mit dem Rezeptor 
zu interagieren. Es wirkt als ein Östrogenagonist in Uterus, Leber und Knochen [93, 94], 
wobei die agonistische Wirkung im Uterus mit einem erhöhten Risiko an 
Endometriumkarzinom assoziiert ist [95, 96].  
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die TAM-Behandlung zu einer Reduzierung von 
invasiven Mammatumoren führt, jedoch auch zu einem erhöhten Risiko für endometriale 
Karzinome führen kann [92]. 
 
RAL ist ein nicht-steroidales Benzothiophen, das abhängig vom Gewebe entweder volle oder 
partielle antiöstrogene Wirkungen ausübt. Es wird zur Vorbeugung und Behandlung von 
Osteoporose bei Frauen angewendet, wobei es frühem postmenopausalem Knochenschwund 
vorbeugen und die Anzahl von Wirbelkörperbrüchen von Frauen mit postmenopausaler 
Osteoporose reduzieren soll [97]. Es imitiert die positiven Effekte von Östrogenen und zeigt 
östrogene Wirkung am trabekulären Knochen, ohne die stimulatorischen Effekte in den 
meisten anderen Geweben, wie Uterus [98] und Brustgewebe, hervorzurufen [99].  
 
SERMs sind in der Lage konzentrationsabhängig, gewebespezifisch, abhängig vom 
gebundenem ER-Subtyp und vom zirkulierendem endogenen Östrogenspiegel sowohl 
östrogene als auch antiöstrogene Wirkungen auszuüben [100]. 
 
Eine Alternative zur klassischen HRT wäre die Behandlung mit einem SERM, der:   
 
-  keine Wirkung im Uterus zeigt, wo eine Östrogenmonotherapie ohne Gestagene das Risiko   
    von Endometriumtumoren erhöht [101],  
-  keine östrogene Effekte in der Brustdrüse hat, wo Östrogene das Tumorrisiko erhöhen     
    [102], 
-  östrogene Wirkung im ZNS besitzt, um die klimakterischen Symptome zu beseitigen und  
-  ER-agonistisch im Knochen wirkt, um das Risiko der Erkrankung an Osteoporose [103] zu    
   senken. 
 
 




In asiatischen Gesellschaften wird eine Phytoöstrogen-reiche Ernährungsweise praktiziert, 
wobei epidemiologische Untersuchungen darauf hinweisen, dass diese Ernährungsweise mit 
einem niedrigeren Risiko für so genannte westliche Krankheiten, wie koronare 
Herzerkrankungen, Osteoporose und bestimmte Krebserkrankungen, wie Prostata-, Brust- und 
unter Umständen Kolonkrebs verbunden sein könnte [104]. Daraus folgend wurden den 
Phytoöstrogenen verschiedene positive physiologische Wirkungen zugesprochen. 
In der „Shanghai Women`s Health Study“ konnte erstmalig gezeigt werden, dass ein 
Zusammenhang zwischen Phytoöstrogen-reicher Nahrung und dem Risiko prämenopausalem 
Brustkrebs besteht und eine hohe Aufnahme von Phytoöstrogen-reicher Nahrung während der 
Adoleszenz mit einer Reduzierung des prämenopausalem Brustkrebsrisiko assoziiert ist. 
Zusätzlich konnte noch eine Erhöhung der Überlebensrate bei Brustdrüsentumoren gezeigt 
werden [105]. 
 
Phytoöstrogene sind polyphenolische, nicht-steroidale Pflanzenstoffe, welche eine dem E2 
ähnliche Struktur besitzen. Es kann so zu einer schwachen Bindung an den ERs kommen, 
wodurch östrogene Wirkungen hervorgerufen werden können. Aufgrund ihrer strukturellen 
Eigenschaften können sie die Funktion der natürlichen Steroidhormone imitieren, was 
entweder durch direkte Interaktion mit dem Hormonrezeptoren geschehen kann oder durch 
Interaktion mit Hormon-metabolisierenden Schlüsselenzymen z.B. Aromatase und 
17β-Hydroxysteroiddehydrogenase [106], wodurch die lokale Hormonkonzentration 
beeinflusst wird. In beiden Fällen können Phytoöstrogene agonistische oder antagonistische 
Effekte auslösen. 
In vitro-Experimente hinsichtlich der Bindungsaffinität von Phytoöstrogenen haben gezeigt, 
dass diese an die ERs binden können, dies geschieht allerdings mit einer im Vergleich zu E2 
um mehrere Zehnerpotenzen geringeren Affinität [90]. 
 
Die Phytoöstrogene können gemäß ihrer chemischen Struktur in vier Hauptgruppen unterteilt 
werden: Isoflavonoide, Flavonoide, Stilbene und Lignane [90]. 
Zu den Isoflavonoiden zählen die Isoflavone und die Coumestane. Isoflavone kommen 
vorwiegend glykosidisch gebunden in Leguminosen vor und werden in besonders großen 
Mengen in Sojabohnen (Glycine max) und den daraus gewonnenen Produkten gefunden. Die  
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Isoflavone liegen in der Sojabohne zunächst in einer inaktiven, glykosilierten Form (Genistin 
und Daidzin) vor. Die Glykoside der Isoflavone werden aufgrund ihrer höheren Hydrophilie 
und größeren Molekulargewichte im Vergleich zu ihren Aglykonen sehr schlecht im 
Dünndarm absorbiert [107]. Aufgrund dessen werden im Dünndarm die 
Kohlenhydratstrukturen durch intestinale bakterielle Glukosidasen hydrolysiert, da nur in 
dieser aglykanen Form die Metabolite Genistein und Daidzein ihre biologische Wirkung 
entfalten können. 
Mehrere Studien haben gezeigt, dass Genistein (Abbildung 6) ein schwaches Östrogen ist, mit 
einer geringfügig höheren Bindungsaffinität zum ERβ [31, 108] und einer schwachen 
Präferenz für die Transaktivierung von ERβ im Vergleich zu ERα [79, 109].  
 
Abbildung 6: Strukturfomel von Genistein [90] 
 
Die Flavonoide unterteilen sich in die Flavone, Flavanone und Chalkone. Im Hopfen  
(Humulus lupulus L.) und Bier wurden einige prenylierte Flavonoide identifiziert, 
einschließlich der Flavone 8-Prenylnaringenin und 6-Prenylnaringenin, wobei das 
8-Prenylnaringenin in mehreren Untersuchungen als ein relativ wirkstarkes Phytoöstrogen 
charakterisiert wurde [110, 111].  
 
Der Hauptvertreter der Stilbene ist das Resveratrol (3,5,4 –Trihydroxystilben, Abbildung 7), 
welches in einer cis- und einer trans-Isoform vorkommt und in besonders hoher 
Konzentration im Wein (Vitis vinifera L.) vorhanden ist. Im Gegensatz zu den meisten 
Phytoöstrogenen, die eine höhere Affinität zum ERβ als zum ERα aufweisen, bindet 
Resveratrol an beide ERs mit vergleichbarer Affinität [112]. Eine mögliche Erklärung dafür 
kann seine strukturelle Ähnlichkeit zum synthetischen Östrogen Diethylstilbestrol (DES; 
4, 4´-dihydroxy-trans-α, β-diethylstilben) [113] sein. Dieses bindet sogar mit einer 
niedrigeren Affinität an den ERβ als an den ERα [31]. 
Resveratrol kann als Agonist sowie als Antagonist in Abhängigkeit von der ERE-Sequenz und 
des ER-Subtypen agieren [112, 114]. 
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Abbildung 7: Strukturformel von Resveratrol [90] 
 
Einige Phytoöstrogene können als SERMs bezeichnet werden, da diese in der Lage sind 
östrogene und antiöstrogene Effekte auszuüben. Bei der östrogenen oder antiöstrogenen 
Wirkung von Phytoöstrogenen spielt wie bei den SERMs die Konzentration des 
zirkulierenden endogenen Östrogens eine wichtige Rolle. So können beispielsweise 
Isoflavone bei hohem E2-Spiegel  Östrogen-antagonistisch wirken, jedoch bei niedrigem 
E2-Spiegel postmenopausaler Frauen einen gegenteiligen Effekt haben und Östrogen-
agonistisch agieren [115]. 
Als SERMs eignen sich Phytoöstrogene somit als potentielle Alternative zur HRT. Dabei ist 
jedoch zu überprüfen, ob die Phytoöstrogene nur die erwünschten und nicht die 
unerwünschten Wirkungen endogener oder synthetischer Östrogene ausüben. 
Bisherige molekular- und zellbiologische Untersuchungen, sowie Tierversuche und in 
geringerem Ausmaß klinische Studien geben Anlass zu der Vermutung, dass sich die 
Einnahme mancher Phytoöstrogene positiv auf klimakterische Symptome, den Erhalt der 
Knochendichte, die Verhinderung bestimmter Krebsarten und kardiovaskuläre 
Krankheitsbilder auswirken könnte [115, 116].  
 
 
2.2.4  Antiöstrogene/ ER-Antagonisten 
 
Unter Antiöstrogenen versteht man Substanzen, die die Wirkung des weiblichen 
Geschlechtshormons Östrogen aufheben (antagonisieren). Diese können aufgrund ihrer 
Wirkmechanismen prinzipiell in zwei Gruppen eingeteilt werden. Einerseits 
ER-Antagonisten, welche den ER in den Zielorganen blockieren und andererseits 
Antiöstrogene mit teilweise erhaltener Östrogenwirkung (partielle Antagonisten), die sowohl  
antiöstrogen als auch leicht östrogen wirken können. 
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ER-Antagonisten können durch kompetitive Bindung an die LBD die Östrogenbindung 
blockieren, wodurch es zu einer vollständigen Inaktivierung des ER kommt. Es wird 
vermutet, dass ein Teil der Antagonisierung ein Ergebnis der Rekrutierung von Korepressoren 
an den Rezeptoren ist. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Antiöstrogene die intrazelluläre 
Konzentration der ERs durch das Herabsetzen deren Halbwertszeit reduzieren können [117]. 
 
Das bekannteste Antiöstrogen ist Fulvestrant (ICI 182,780, Faslodex™). Dabei handelt es 
sich um ein steroidales Analog von E2 [118], welches ein ER-Antagonist ohne Östrogen-
agonistische Effekte ist [119].  
Seit Anfang März 2004 ist Fulvestrant als Secondline-Therapie bei fortgeschrittenem 
Mammkarzinom in Deutschland verfügbar. Zugelassen ist es für die Behandlung 
postmenopausaler Frauen mit ER-positivem, lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem 
Brustkrebs, bei Rezidiv während oder nach adjuvanter Antiöstrogentherapie sowie bei 
Progression der Erkrankung unter einer Antiöstrogentherapie [120].  
Fulvestrant bindet an die LBD des ER und blockiert die ER-Dimerisierung und den 
Kerntransport. Als Konsequenz inhibiert es die DNA-Bindung [121] und beschleunigt die 
ER-Proteindegradation  [122]. Dadurch kommt es zu einem reduzierten zellulären ER-Spiegel 
und einer Inhibition des Östrogen-vermittelten ER-Signalweges [123]. Es blockiert beide 
Aktivierungsfunktionen vom ER, wodurch wirksam die Östrogen-sensitive Gentranskription 
aufgehoben wird. Des Weiteren bewirkt es eine Rezeptorakkumulation im Zytoplasma als 
Konsequenz einer Blockierung der nukleären Translokation des Proteins [124]. Es ist 
denkbar, dass diese anormale Akkumulation und/oder Konformation zur Degradation führt.  
Obwohl es starke antiproliferative Effekte in Brust- und im uterinen Gewebe ausübt, gibt es 
gegenwärtig keine Anzeichen dafür, dass Fulvestrant in der derzeitigen Dosierung klinisch 
bedeutsame Effekte am Knochen ausübt [87].  
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2.3 Wirkung von Östradiol in den untersuchten Organen 
 
Die Wirkung des Extraktes ERr 731
® 
wurde sowohl im Uterus als auch im Knochen 
untersucht. Zum besseren Verständnis der präsentierten Ergebnisse soll hier kurz die Wirkung 
von Östrogenen auf diese Organe skizziert werden. 
 
 
2.3.1 Der Uterus 
 
Die Funktion der weiblichen Reproduktionsorgane ist primär durch die Interaktion der 
ovariellen Steroidhormone E2 und Progesteron kontrolliert, wodurch die zyklischen Vorgänge 
des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung hervorgerufen werden. Dabei steuert E2 vor 
allem den Aufbau des Gewebes durch Zellproliferation, während Progesteron für die 
Differenzierung des Endometrium zum sekretorischen Gewebe zuständig ist [78].  
Im Uterus initiiert E2 eine Reihe von biochemischen Antworten in den uterinen Zellen in 
Vorbereitung für eine mögliche Schwangerschaft einschließlich Zellhypertrophie und -
hyperplasie. Die Effekte von E2 werden dabei durch die Bindung an die ERs vermittelt und 
durch die Bindung an den ERs im Stratum basale des Endometriums wird die Synthese einer 
Reihe von Proteinen, einschließlich des Komplement C3, des Progesteronrezeptors (PR) und 
des IGF-1 gesteuert. Des Weiteren weiß man, dass u.a. IGF-1 und VEGF in die E2-induzierten 
Proliferation und Vaskularisierung des endo- und myometrialen Gewebes involviert sind 
[125, 126]. Die akuten und chronischen Effekte von E2 im Uterus können zum Teil durch  die 
Stimulation von IGF-1 und VEGF erklärt werden. IGF-1 ist für die Stimulation der 
Proliferation des Endo- und Myometriums verantwortlich [127]. Der initiale, akute, 
stimulatorische Effekt des E2 im Uterus ist allerdings auf eine erhöhte VEGF-Wirkung 
zurückzuführen. VEGF verursacht dabei eine gesteigerte Kapillarpermeabilität, die zu einem 
Durchdringen des endo- und myometrialen Gewebes und zum Füllen des uterinen Lumen mit 
Serumultrafiltrat führt [126]. 
Zusammenfassend beeinflussen Steroidhormone somit Wachstum, Differenzierung und 









Die Regulation der Knochenbildung und -resorption wird durch lokale Faktoren wie Zytokine 
(parakrine und autokrine), Wachstumsfaktoren, mechanische Belastung, Stickoxid und 
Zell-Zell-Kommunikation beeinflusst [128]. Die endokrine Regulation erfolgt dabei einerseits 
durch die klassischen Knochenhormone Parathormon und Kalzitonin und andererseits durch 
andere Hormone, wie Wachstumshormone und Insulin [129]. 
Der Knochen besteht aus drei verschiedenen Zelltypen: Osteoblasten, Osteoklasten und 
Osteozyten. Osteoblasten sind verantwortlich für die Knochenbildung und -mineralisierung. 
Sie befinden sich auf der Knochenoberfläche und produzieren Osteoid, was mineralisiert und 
zu Knochen wird. Osteoklasten sind für die Knochenresorption verantwortlich. Sie befinden 
sich wie die Osteoblasten auf der Knochenoberfläche und resorbieren Knochen durch das 
Eindringen in den Knochen und Bildung von Lakunen. Sie produzieren Säuren und Enzyme, 
welche die Mineralien und die Proteine der Knochenmatrix abbauen. Osteozyten entstehen 
durch die Inkorporation von Osteoblasten in die Knochenmatrix und sind notwendig für die 
Knochenbildung, Matrixaufrechterhaltung und Kalziumhomöostase. Im Gegensatz zu den 
Osteoblasten und Osteoklasten handelt es sich bei diesen um endgültig differenzierte reife 
Knochenzellen [130]. 
 
Im gesunden Menschen besteht eine Balance zwischen Knochenbildung und -resorption. Der 
Knochen wird dabei fortwährend durch Osteoklasten resorbiert und daraufhin durch 
Osteoblasten wieder ersetzt (Knochenumbau) [128].  
Osteozyten sekretieren Faktoren, die die Aktivität von Osteoblasten und Osteoklasten 
regulieren. Osteoblasten können die Knochenresorption auf zwei verschiedenen Wegen 
regulieren. Einerseits exprimieren sie den Rezeptoraktivator des nukleären Faktor-κB 
(RANK) Liganden  (RANKL), welcher an seinen Rezeptor (RANK) auf der Oberfläche der 
Präosteoklasten bindet. Dadurch wird die Differenzierung der Osteoklasten induziert und 
bedingt die Knochenresorption. Andererseits produzieren die Osteoblasten den löslichen 
Dekoyrezeptor Osteoprotegerin (OPG), welcher die RANK/RANKL-Interaktion durch 
Binding an RANKL verhindern kann, wodurch die Osteoklastendifferenzierung und                
-aktivierung, und damit verbunden die Knochenresorption reduziert wird [81]. 
 




Der Knochen ist ein metabolisch aktives Gewebe, in welchem die Prozesse der 
osteoblastischen Knochenbildung und osteoklastischen Resorption kontinuierlich während 
des ganzen Lebens ablaufen. Das Zusammenspiel von Osteoblasten- und 
Osteoklastenaktivität gewährleistet, dass die normale Knochenstruktur erhalten bleibt. Der 
Verlust der Knochenhomöostase kann in einer Abnahme der Knochenmasse und Rückgang 
der Mikroarchitektur des Skelettes (Osteoporose) resultieren [128]. 
Osteoporose ist charakterisiert durch eine Unausgeglichenheit zwischen Knochenbildung und 
-resorption, was zu einer progressiven Abnahme der Knochenmasse führt. 
Es sind zwei Typen der Osteoporose zu unterscheiden, die postmenopausale und die senile 
Osteoporose [131]. Bei der postmenopausalen Osteoporose ist die Östrogendefizienz mit 
einem niedrigem zirkulierenden OPG-Spiegel und einer erhöhten RANKL-Expression 
verbunden. Die Rate der Knochenresorption infolge einer erhöhten Osteoklastenaktivität 
übersteigt so die Rate mit der die Osteoblasten fähig sind neuen Knochen zu bilden. Daraus 
resultiert ein Abbau von Kalzium, Kollagen und Proteinen vom Knochen und darüber hinaus 
eine erhöhte Porösität und  ein erhöhtes Frakturrisiko [81].  
 
Kalu beschrieb 1991 das Modell der ovx Ratte als ein geeignetes Tiermodell, um 
Knochenabbau auf Grund von Östrogenmangel nach der Menopause zu studieren [132].  
Er stellte fest, dass Ovariektomie-induzierter Knochenverlust in der Ratte und der humane 
postmenopausale Knochenverlust einige vergleichbare Charakteristika haben.  
 
Dazu zählen:   -   eine gesteigerte Knochenumbaurate, wobei mehr Abbau als Bildung  
                                         der Knochenmasse stattfindet, 
         -   anfänglich rapide Phase von Knochenverlust gefolgt von einer  
                                         langsamen Phase,  
         -   mehr Verlust von trabekulärem als kortikalem Knochen,  
                  -   verminderte intestinale Absorption von Kalzium und  
      -   ähnliche Skelettantwort auf Therapie mit Östrogen, Tamoxifen,  
                                         Bisphosphonate, Nebenschilddrüsenhormon, Kalzitonin und  





Wirkung von E2 auf den Knochen 
 
Östrogene sind wichtig für die Entwicklung, Reifung und den Erhalt des Skelettes [133].  
Der Knochenumbau kann dabei in mehreren Stadien des Umbauzykluses beeinflusst werden. 
So können Östrogene direkt auf die Osteoblasten und Osteoklasten wirken, um die Rate der 
Knochenresorption oder Knochenbildung zu verändern. Des Weiteren kann die zelluläre 
Differenzierung und/oder Proliferation verändert und die mRNA-Expression und/oder 
Aktivierung von Osteoblastenmarkergenen einschließlich Kollagen Typ I, Alkalische 
Phosphatase (AP), Osteopontin, Osteonektin und Osteokalzin stimuliert werden. Diese 
Änderung der Osteoblastenmarker korreliert mit einer Zunahme der 
Osteoblastendifferenzierung und einer erhöhten Ablagerung und Mineralisierung der Matrix.  
Es wird angenommen, dass die Hauptwirkung von Östrogenen auf das Skelett in vivo durch 
die Inhibierung der Knochenresorption erfolgt. Dabei erfolgen die antiresorptiven Effekte von 
Östrogenen durch direkte Wirkung auf die Osteoklasten und durch indirekte Wirkung auf die 
Osteoblasten und Osteozyten [134]. Als ein potentieller Mechanismus des 
Östrogen-vermittelten Erhalt der Knochenmasse wird die Inhibition der Osteoblasten- und 
Osteozytenapoptose vermutet [135, 136]. Zusätzlich kann E2  die Knochenresorption durch 
direkte Induktion von Apoptose von Osteoklasten [137] inhibieren, wobei vermutet wird, dass 
dies durch TGF-β1 geschieht [85]. 
 
Im Knochen sind beide ERs nachweisbar, wobei diese primär in den Osteoblasten und 
Chondrozyten und mit niedrigeren Spiegeln in den Osteozyten und Osteoklasten lokalisiert 
sind [138-142]. Da gezeigt werden konnte, dass beide ERs im Knochen exprimiert werden, 
spielen anscheinend beide ERs eine entscheidende Rolle bei der Regulation der 
Knochenhomöostase. Untersuchungen mit transgenen Mäusen haben jedoch gezeigt, dass E2 
nur WT- und ERβKO-, jedoch nicht ERαKO-Mäuse vor Ovariektomie-induziertem 
Knochenverlust schützen [143-145]. Andere Studien mit ERα- und ERβ-Agonisten zeigten, 
dass ERα-Agonisten wie Propylpyrazoletriol (PPT) oder 16α-LE2 so wirksam wie Östrogene 
beim Erhalt der Knochendichte nach Ovariektomie in Ratten sind [146, 147], wohingegen die 
ERβ-Agonisten wie ERB-041, WAY-200070 oder 8β-VE2 keine Wirkung zeigten [146-149]. 
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die knochenprotektiven Effekte von E2 primär 
durch den ERα vermittelt werden. 
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Der Trockenextrakt ERr 731
®
 aus den Wurzeln des Sibirischen Rhabarbers 
Rheum rhaponticum (Präparat Phytoestrol
®





 Loges) wird in Deutschland bereits seit 1993 für 
prämenopausale Frauen mit Ameno- bzw. Oligomenorrhö angewendet. Zusätzlich wird es zur 
Behandlung von klimakterischen Symptomen eingenommen, ohne jegliches Auftreten von 
sicherheitsbezogenen Nebenwirkungen [14].  
Die Hauptbestandteile des standardisierten Extraktes ERr 731
®
 (> 90%) sind Rhaponticin und 
Desoxyrhaponticin. Des Weiteren sind geringe Mengen der Aglykone Rhapontigenin und 
Desoxyrhapontigenin (beide zusammen etwa 5 %) im Extrakt enthalten. Die vier Inhaltsstoffe 
(Abbildung 8)  gehören allesamt der Gruppe der natürlichen Hydroxystilbene an,  zu denen 
auch das im Rotwein enthaltene Resveratrol zählt. Resveratrol ist dabei die erste 
Stilbenverbindung, welche in diesem Syntheseweg entsteht und alle anderen Hydroxystilbene 
sind davon abgeleitet [150]. 
 








2.4.2 Bisher durchgeführte Untersuchungen 
 
Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits verschiedene Untersuchungen hinsichtlich der 
Anwendungssicherheit des Extraktes durchgeführt. 
Im Folgenden sind die Ergebnisse der bereits durchgeführten klinischen Studien, 
toxikologischen Untersuchungen und Zellkulturexperimente zusammengefasst. 
 
 
2.4.2.1 Klinische Studien 
 
Die klinische Wirksamkeit (grundsätzlicher Nachweis der biologischen Aktivität) von 
ERr 731
®
 wurde in einer 12-wöchigen, Placebo-kontrollierten, doppelblinden klinischen 
Studie untersucht [14]. Es konnte gezeigt werden, dass die Dosis von 4 mg ERr 731
®
/d 
effektiv bezüglich der Reduzierung klimakterischer Symptome in einer 12-wöchigen, 
Placebo-kontrollierten, doppelblinden klinischen Studie mit 109 perimenopausalen Frauen 
[14, 152] sowie in einer 6-monatigen Überwachungsstudie mit 252 perimenopausalen und 
postmenopausalen Frauen  war [153]. 
In diesen und anderen Langzeitbeobachtungsstudien (48 Wochen und 96 Wochen) mit 
kontinuierlicher Einnahme von ERr 731
®
 waren keine klinisch relevanten Veränderungen der 
endometrialen Biopsieproben, sowie bezüglich Blutung, Gewicht, Blutdruck, Puls und 
anderen getesteten Laborparametern infolge der Medikation zu beobachten. Es konnte aber 
eine anhaltende Linderung der klimakterischen Symptome ohne Auftreten unerwünschter 
Effekte beobachtet werden. Des Weiteren führte die Einnahme von ERr 731
®
 auch nicht zu 
den für die HRT typischen Nebenwirkungen wie z.B. einer Zunahme der Endometriumsdicke 
oder Brustspannungen [154].  
Die Ergebnisse der klinischen Studien legen somit nahe, dass der Extrakt eine sichere und 
effektive Alternative zur HRT für die Verminderung klimakterischer Symptome darstellt.  
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2.4.2.2 Toxikologische Untersuchungen 
 
Obwohl bisher keine Nebenwirkungen bei der humanen Anwendung von ERr 731
® 
aufgetreten sind, wurden mehrere voneinander unabhängige akute, subakute und 
subchronische toxikologische Studien an männlichen und weiblichen Ratten und Hunden 
durchgeführt. Grund dafür war, dass die Hydroxystilbene eine strukturelle Ähnlichkeit zu 
dem synthetischen Östrogen Diethylstilbestrol aufweisen, was als ein transplazentales 
Karzinogen im Menschen betrachtet wird [155]. 
Zur Untersuchung der akuten Toxizität konnte bei weiblichen Ratten nach oraler Einnahme 
von 2000 mg ERr 731
®
/kg Körpergewicht (KG) weder am gleichen Tag noch nach einer 
2-wöchigen Beobachtungsphase letale Effekte beobachtet werden. Die letale Dosis von 
ERr 731
®
 in weiblichen Ratten ist somit größer als 2000 mg/kg KG [156]. 
In den Untersuchungen zur subakuten Toxizität in weiblichen und männlichen Ratten und 
Hunden konnten nach wiederholter oraler Gabe von 100, 300 und 1000 mg                
ERr 731
®
/kg KG/d über einen Zeitraum von 4 und 13 Wochen keine letalen oder 
makroskopisch nachweisbaren Veränderungen (Körpergewicht, Nahrungsaufnahme) sowie 
keine Veränderungen der Blut- und Urinparameter beobachtet werden. Somit konnte ein 
NOAEL (no observed-adverse-effect-level, die maximale Konzentration oder Dosis eines 
Stoffes, die Organismen unter bestimmten Versuchsbedingungen verabreicht werden kann, 
ohne erkennbare toxische Wirkungen (z. B. Tumore) hervorzurufen) von 1000 mg/kg KG/d 
ERr 731
®
 bestimmt werden [157].  
Somit ist das toxikologische Risiko für eine Frau, welche regelmäßig ERr 731
®
 einnimmt 
außerordentlich gering, da die vorgeschriebene tägliche Dosis von 4 mg/Person/d etwa 
0.067 mg/kg KG/d bei einer Frau mit einem Körpergewicht von 60 kg entspricht.  
Des Weiteren konnte für ERr 731
®
 in verschiedenen in vitro- und 
in vivo-Genotoxizitätsassays kein mutagenes Potential,  keinen Einfluss auf die embryonale 
und fetale Entwicklung von Ratten und keine Anzeichen für teratogene Veränderungen 







Die klinischen Beobachtungen deuteten auf eine Hormon- bzw. Östrogen-ähnliche 
Wirkungsweise von ERr 731
®
 hin. Aufgrund dessen wurden Experimente zur Untersuchung 
potentiell östrogener Effekte von ERr 731
® 
und seiner Bestandteile durchgeführt. Die 
Ligandenbindungsaffinitäten der Hauptbestandteile von ERr 731
®
, Rhaponticin und 
Desoxyrhaponticin sowohl seiner Aglykone Rhapontigenin und Desoxyrhapontigenin wurden 
durch Fluoreszenzpolarisation bestimmt. Die Ligandenbindungsaffinität vom Gesamtextrakt 
konnte jedoch nicht bestimmt werden, da der Assay das komplexe Substanzgemisch nicht 
tolerierte. Für die Aglykone trans-Rhapontigenin und Deoxyrhapontigenin konnte jedoch eine 
schwache Bindungsaffinität zu beiden ERs mit einer gewissen Präferenz für den ERβ 
bestimmt werden [158], wobei das letztere kennzeichnend für eine Anzahl von 
Phytoöstrogenen ist [159]. 
Diese schwache Bindungspräferenz würde eine Stimulation der zellbasierten 
Reportergen-Assays für beide Rezeptoren in gleichem Ausmaß andeuten. 
In aktuellen Untersuchungen wurde die Selektivität von ERr 731
®
 hinsichtlich der zwei ERs 
in zwei humanen Zellkulturmodellen, repräsentativ für das Endometrium und den Knochen, 
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass Rhapontigenin und Desoxyrhapontigenin so 
wie der Gesamtextrakt ERr 731
®
 nahezu ausschließlich am ERβ wirken. So aktivierte weder 
der Gesamtextrakt ERr 731
®
 noch die einzelnen Inhaltsstoffe den ERα in den humanen 
endometrialen Adenokarzinomazellen HEC-1B [16].  
Ein leicht anderes Bild zeigte sich bei den Untersuchungen in den humanen 
Osteosarkomazellen,  U2OS-Zellen, da bei diesen ERr 731
®
, Rhapontigenin und 
Desoxyrhapontigenin eine schwache Stimulation des ERα bewirkten [15].  Dabei blieb 
allerdings die starke und die selektiv ERβ-abhängige Reportergenaktivierung durch den 
Extrakt und alle einzelnen Bestandteile bestehen. Im Gegensatz dazu konnte eine selektive 
Aktivierung des ERβ in den HEC-1B Zellen und U2OS-Zellen durch ERr 731® und die 
Aglykone Rhapontigenin and Desoxyrhapontigenin demonstriert werden. In beiden Zelllinien 
wurde die ERr 731
®
-induzierte ERβ-Aktivierung vollständig durch das Antiöstrogen 
Fulvestrant aufgehoben, was beweist, dass dieser Effekt ausschließlich durch ER-Aktivierung 
vermittelt wurde [15, 16]. 
Die starke ERβ-Spezifität in den zellbasierten Assays kann nicht durch die beobachtete 
vergleichbar schwache Bindungspräferenz erklärt werden. Ein Grund für die beobachteten 
Unterschiede in den beiden Testsystemen kann die bereits beschriebene 
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Kofaktor-Rekrutierung zu den Rezeptoren nach Ligandenbindung sein. Zusätzlich gibt es 
noch zwei andere mögliche Erklärungen, die zumindest teilweise diesen Widerspruch 
zwischen Ligandenbindung und transkriptioneller Aktivierung erklären können [160].  
Eine beruht auf der Beobachtung, dass sich eine zweite Bindungsstelle für Substanzen wie 
Tamoxifen in der Koaktivator-Tasche des ERβ befindet, wodurch nach Tamoxifen-Bindung 
die Koaktivator-Rezeptor-Interaktion direkt antagonisiert wird [161, 162]. Ob der Extrakt 
und/oder seine Bestandteile dazu fähig sind bleibt noch zu untersuchen. Die andere basiert auf 
der Beobachtung, dass die Beweglichkeit der Rezeptoren durch die Ligandenbindung 
bestimmt wird. So beeinflusst scheinbar das pure Antiöstrogen Fulvestrant oder das SERM 
Raloxifen nicht die Beweglichkeit des ERβ, jedoch haben diese einen signifikanten Einfluss 
auf die Beweglichkeit des ERα, da beide Substanzen zu einer fast vollständigen 
Unbeweglichkeit des ERα führten [163]. Ob ERr 731® und/oder seine Bestandteile die 
Beweglichkeit nach Bindung beeinflussen oder nicht, ist jedoch noch unbekannt. 
 
 
2.5 Überblick über die durchgeführten Versuche  
 
In intakten, zyklischen Tieren ist E2 für die Stimulation der Proliferation des endo- und 
myometrialen Gewebes und die Erhöhung der Expression einer Reihe von Genen und 
Proteinen, die für die proliferativen Prozesse im Uterus verantwortlich sind, zuständig.  
Der im juvenilen oder ovx Nagetier durchgeführte uterotrophe Assay ist eine schnelle und 
anerkannte in vivo-Untersuchungsmethode auf mögliche Östrogen-wirkende Substanzen und 
basiert auf der Reaktion des Östrogen-sensitiven Uterus auf diese. Die Zunahme des 
Uterusgewichtes (in Ratten innerhalb von Stunden) geschieht dabei durch 
Flüssigkeitsaufnahme in das uterine Lumen und anschließend durch Proliferation des Endo- 
und Myometriums [164]. Die zentrale Aussage des Testes ist die statistisch signifikante 
Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes nach einer dreitägigen Behandlung mit potentiell 
östrogenen Testsubstanzen. 
Die Ovariektomie führt zu einer Atrophie des Uterus, die auf einer beträchtlichen 
Rückbildung auf nur noch annähernd 20% des ursprünglichen Uterusgewichtes beruht. Durch  
die Behandlung mit Östrogenen kann jedoch eine Regeneration des Ovariektomie-induzierten 
Uterusgewichtverlustes induziert werden. 
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Die in dieser Arbeit durchgeführten Tierexperimente beruhen auf dem Prinzip des 
uterotrophen Assays und lassen sich in drei Teilaspekte untergliedern.  
 
 




In diesem Tierexperiment (V1) wurden die Effekte unterschiedlicher s.c. applizierter Dosen 
von ERr 731
®
 im Vergleich zur Positivkontrolle E2 (4 µg/kg KG/d) und zur Trägersubstanz 
Rhizinusöl in ovx Ratten untersucht. Dabei wurde eine Dosis von ERr 731
®
 
(0,1 mg/kg KG/d), die der humanen Dosis entspricht, und drei pharmakologische Dosen 
(1-100 mg/kg KG/d), um einen Dosisbereich für die Sicherheitsprüfung zu erfassen, getestet. 
Die Behandlung der Tiere erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen. 
 
 





Der uterotrophe Assay hat einen Nachteil hinsichtlich der Übertragbarkeit der Daten in Bezug 
auf die humane postmenopausale Situation. Während die ovx Tiere nahezu keine Östrogene 
nach dem hormonellen Abfall von 10-14 d haben, sind bei den Frauen in der menopausalen 
Übergangsphase und Postmenopause, trotz der Abnahme der ovariellen Östrogenproduktion, 
messbare Östrogenspiegel in ihrem Blutkreislauf infolge extraovarieller Östrogenproduktion, 
z. B. aus dem Fettgewebe, vorhanden [165].  
Somit wurden in diesem Tierexperiment (V2) die im V1 verwendeten ERr 731
®
-Dosen 
(0,1-100 mg/kg KG/d) zusammen mit einer niedrigen E2-Dosis (0,5 µg/kg KG/d), wodurch 
die hormonelle Situation in menopausalen Frauen nachgestellt werden soll, verabreicht. 
Gleichzeitig konnte somit auch eine mögliche antiöstrogene Wirkung des Extraktes 
untersucht werden.  
Die Behandlung der Tiere erfolgte wie bei V1 an drei aufeinander folgenden Tagen. 
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Da die humane Verabreichung des Präparates oral erfolgt, wurde im Gegensatz zu den ersten 
zwei Experimenten, bei denen die Behandlung mit ERr 731
®
 s.c. erfolgte, in diesem 
Tierexperiment die Effekte der oralen Applikation des Extraktes untersucht. Es wurden dazu 
drei Fütterungsversuche unterschiedlicher Dauer (3 d, 30 d und 90 d) durchgeführt   (V3-1, 
V3-2, V3-3). 
Bei allen Experimenten diente als Postivkontrolle Östradiolbenzoat (E2-benzoat), da das 
natürlich vorkommende E2 oral nur unzureichend verfügbar ist, weil dieses unmittelbar nach 
der Absorption aus dem Dünndarm ins Blut durch den First-Pass-Effekt bereits bei der ersten 
Leberpassage fast vollständig metabolisiert wird.  
In den Fütterungsversuchen wurde E2-benzoat zunächst in einer Dosis von 1,625 mg/kg Futter 
verabreicht. Es hat sich jedoch herausgestellt, dass diese Dosierung zu niedrig war. Somit 
wurde der Versuch mit einer höheren E2-benzoat-Dosis wiederholt. E2-benzoat wurde dazu in 
einer Dosis von 10 mg/kg Futter, wie in anderen Studien [166-168] beschrieben, verwendet.  
Bei den Versuchen V3-1 und V3-2 wurden zwei Dosen des Extraktes (1 mg/kg Futter und     
1 g/kg Futter), eine E2-benzoat-Dosis (1,625 mg/kg Futter) und eine Genistein-Dosis           
(0,7 g/kg Futter) untersucht, wobei bei V3-1 noch eine zusätzliche E2-benzoat-Dosis           
(10 mg/kg Futter) untersucht wurde.  
Für den Fütterungsversuch V3-3, der über einen Zeitraum von 90 Tagen lief, wurde zusätzlich 
zu den zwei ERr 731
®
-Dosen und der E2-benzoat-Dosis (10mg/kg Futter) eine sham-Gruppe 
als Kontrollgruppe mitgeführt. 
 
Bei allen durchgeführten Tierexperimenten wurden das Körper-, Uterus- und Lebergewicht 
sowie die uterine Genexpression der Proliferationsmarker, der Proliferations-assoziierten und 
Östrogen-responsiven Gene, des AhR und der AhR-regulierten Gene bestimmt und 
untersucht. Bei den ersten beiden Versuchen mit s.c. Behandlung (V1 und V2) erfolgte 
zusätzlich eine Untersuchung des Östrogen-responsiven Genes Komplement C3 (C3) und des 
Proliferationsmarkers PCNA auf Proteinebene mittels Western Blot. 
Beim Fütterungsversuch V3-3 wurden ergänzend zu den erhobenen Parametern die 





2.5.4 Untersuchung verschiedener Zelllinien hinsichtlich ihrer Eignung als 
in vitro-Modell zur Untersuchung der durch ERr 731
®
 hervorgerufenen Effekte 
 
In den in vivo-Untersuchungen hatte der Extrakt auf die mRNA-Expressionsspiegel von C3 
und IGF-1R einzeln und in Kombination mit der niedrigen E2-Dosis unerwartete Effekte, die 
es weiterführend zu untersuchen galt. Aus diesem Grund wurden verschiedene 
Zellkulturexperimente durchgeführt, um eine geeignete Zelllinie zu finden, anhand derer die 
Wirkung des Extraktes näher untersucht werden kann. Voraussetzung dafür war, dass beide 
ERs und die zu untersuchenden Gene in den Zellen exprimiert sind, und dass die Zelllinie 
E2-responsiv ist.  
In den Zellkulturexperimenten wurden vier Zelllinien bezüglich E2-Responsivität,  
Vorhandensein der ERs, des IGF-1R und des C3 mittels Genexpressionsanalyse überprüft.  
Es wurden  drei humane und eine Ratten-Zelllinien innerhalb dieser Arbeit untersucht.  
Die endometriale Adenokarzinomzelllinie, HEC-1B, wurde 1968 von Kuramoto etabliert und 
war die erste endometriale Zelllinie [169].  
Die RUCA-I-Zelllinie ist eine ER-positive endometriale Adenkarzinomzelllinie, welche aus 
einem EnDA-Transplantationstumor der DA/Han-Ratte etabliert wurde [170]. Für diese 
Zelllinie wurde das Vorhandensein eines ER, jedoch nicht des PR beschrieben [171]. Die 
Proliferationsrate der RUCA-I-Zellen konnte bei der Kultivierung in handelsüblichen 
Zellkulturflaschen nicht durch E2 stimuliert werden [170]. Wenn diese jedoch auf Matrigel, 
einer rekonstituierten Basalmembran, kultiviert wurden, induzierte E2 eine Stimulation der 
Proliferation. Zusätzlich konnte durch die Kultivierung auf Matrigel eine Reduzierung der 
Proliferationsrate beobachtet werden [171], was für einen Differenzierungsprozess spricht. 
Des Weiteren konnte neben der E2-abhängigen Proliferation eine E2-abhängige Stimulation 
der C3-Bildung gezeigt werden [172]. Somit wiesen die auf Matrigel kultivierten 
RUCA-I-Zellen Differenzierungsprozesse und   E2-Responsivität auf. 
Die Ishikawa-Zelllinie wurde 1985 von Nishida und Mitarbeitern aus einem Adenokarzinom 
des menschlichen Endometriums isoliert und etabliert [173]. Diese Zelllinie exprimiert einen 
funktionellen ER [174] und einen E2-induzierbaren PR [174, 175].  
Eine weitere humane endometriale Krebszelllinie ist die von Satyaswaroop etablierte 
ECC-1-Zelllinie, welche aus einem Östrogen-sensitiven humanen endometrialen 
Adenokarzinom stammt.  Die ECC-1-Zelllinie stellt eine Steroid-responsive endometriale 
Zellline mit luminalen Charakteristika dar, welche beide ERs, PR, AR und verschiedene 
Steroidrezeptor-Koaktivatoren beinhaltet [175]. Die Zelllinie exprimiert nur geringe 
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ER-Spiegel, wobei der ERβ in den ECC-1-Zellen nachgewiesen werden konnte, jedoch im 
Vergleich zum ERα  der relative Spiegel nur  bei  1% lag. 
Die ECC-1-Zellen sind Östrogen- und Progesteron-responsiv. So bewirkten Behandlungen 
mit E2, Progesteron oder beiden zusammen eine erhöhte  ERE-Reportergenaktivität [26]. 
Für die ECC-1-Zellen ist beschrieben, dass durch E2 eine Induktion der Zellproliferation und 
eine Aktivierung eines ERE-Luziferasereportergens erfolgten.  
 
 
2.6 Überblick über die untersuchten Gene 
 
Für die Untersuchung auf RNA-Ebene wurden Genexpressionsanalysen durchgeführt. Die 
dabei verwendeten Gene können in drei Hauptgruppen unterteilt werden. Zum einen wurden 
Gene untersucht, die in Zusammenhang mit Proliferation stehen. Dazu zählen die 
Proliferationsmarker PCNA und Ki67, die keine direkte östrogene Regulation aufweisen, 
jedoch allgemein während der durch Östrogene hervorgerufenen verstärkten Zellproliferation 
in ihrer Expression hochreguliert sind. Des Weiteren wurden noch der Insulin-ähnliche 
Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) und dessen Rezeptor (IGF-1R) untersucht, die speziell im Uterus 
als wichtige Regulatoren der Zellvermehrung gelten [66].  
Darüber hinaus wurden die mRNA-Expressionsspiegel von in der Arbeitsgruppe bereits 
etablierten Markergenen für östrogene Regulation untersucht. Dabei handelte es sich um 
Östrogen-responsive Gene, die nach einer Behandlung mit Östrogenen eine besonders 
ausgeprägte Regulation im untersuchten Zielorgan aufweisen und für die wenige andere 
Regulationsmechanismen bekannt sind. Diese Gene werden daher auch zur Bestimmung des 
östrogenen Potentials von unbekannten Testsubstanzen herangezogen. Dazu gehören im 
Uterus das Komplement C3, Clusterin, die ERs, sowie das Kalziumbindeprotein 9 kDa. 
Als letzte Gruppe wurden noch drei Gene untersucht, deren Östrogensensivität eventuell in 
Zukunft als mögliche Markergene für östrogene Effekte verwendet werden können. Dabei 





2.6.1 Proliferationsmarker und Proliferations-assoziierte Gene  
2.6.1.1 Ki67  
 
Ki67 ist ein Zellkernprotein, dessen Expression fest mit dem Zellzyklus verknüpft und 
ausschließlich in den Zellkernen von proliferierenden Zellen nachweisbar ist. Detaillierte 
Zellzyklusanalysen haben gezeigt, dass dieses Proliferation-assozierte Antigen in der Mitte 
der G1-Phase in proliferierenden Zellen exprimiert wird, sein Spiegel in der S- und G2-Phase 
ansteigt und der Höchststand in der M-Phase des Zellzykluses erreicht ist. So wird Ki67 im 
Endometrium in allen Phasen des Zellzykluses außer in der G0-Phase exprimiert [176], 
wodurch es sich als ein Proliferationsmarker eignet. 
 
 
2.6.1.2 Nukleäres Zellproliferationsantigen (PCNA) 
 
Das nukleäre Zellproliferationsantigen (PCNA) ist ein 36 kDa großes Molekül, das eine 
wichtige Rolle im Nukleinsäurestoffwechsel spielt und des Weiteren essentiell für die 
DNA-Replikation ist. Es ist an der DNA-Reparatur und eventuell auch an der Transkription 
und der Zellzyklusregulation beteiligt [177] und fungiert als ein Prozessivitäts-Faktor 
(unterstützendes Protein) der Polymerase δ und ε. Im Verlauf eines Zellteilungszykluses 
kommt es während der G1-Phase zur Akkumulation von PCNA, in der S-Phase erreicht es 
seine höchste Konzentration, die dann im Verlauf der G2/M-Phase wieder abfällt [178]. 
Dieses zeitlich differenzierte Auftreten von PCNA macht es zu einem idealen endogenen 
Marker der Zellproliferation. 
Erwähnenswert ist noch, dass PCNA eine lange Proteinhalbwertszeit hat, d.h. nach dem 
Austritt aus der M- Phase zeigen Zellen für längere Perioden noch nachweisbare 
Konzentrationen an PCNA. Auch in ruhenden Zellen können geringe Mengen an PCNA 
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2.6.1.3 Das IGF-System 
 
Östrogen-induzierte uterine Proliferation ist mit der Induktion der Expression einer Vielfalt 
von Wachstumsfaktoren und Zytokinen verbunden. Es wird vermutet, dass diese Faktoren das 
Östrogen-induzierte proliferative Signal durch autokrine und parakrine Wirkung vermitteln 
und verstärken [180, 181]. Einer der best untersuchtesten Wachstumsfaktoren in der uterinen 
Antwort auf E2 ist IGF-1 [180, 182].  
 
Das IGF-System besteht aus den Insulin-ähnlichen Wachstumsfaktoren (IGFs), den 
IGF-Bindeproteinen (IGFBPs) und den IGF-Rezeptoren (IGFRs). Es vermittelt in vielen 
Geweben die Antwort auf Steroidhormone, einschließlich der komplexen Antwort des Uterus 
auf Östrogene in juvenilen Nagetieren [180]. 
Der IGF-1 ist ein kleines Polypeptid mit einer strukturellen Homologie zu IGF-2 und 
Proinsulin. Es wird in vielen Zelltypen synthetisiert und agiert als ein autokriner/parakriner 
Wachstumsfaktor. Des Weiteren fungiert es noch als ein zirkulierendes Hormon und ist in 
hoher Konzentration im Plasma vorhanden, wo es in Assoziation mit spezifischen 
Bindeproteinen (IGFBPs) vorliegt [183]. 
Die biologische Wirkung von IGF-1 wird durch die Bindung an Membranrezeptoren (IGFR) 
und sog. IGF-Bindeproteinen (IGFBPs) reguliert. Murphy und Mitarbeiter beschrieben eine 
erhöhte Transkription von IGF-1 im Uterus nach der Applikation von E2 [184], wobei der 
Promotor kein ERE, sondern ein AP-1-Motiv enthält [49]. 
Verschiedene Publikationen der letzten Jahre haben eine entscheidende Rolle der lokalen 
Produktion von IGF-1 durch E2 im Uterus und für den Signalweg über den IGF-1R bei der 
physiologischen Stimulation der uterinen/endometrialen Proliferation während des 
Menstruationszykluses beschrieben [185]. 
Es existieren zwei Rezeptoren für die IGFs, IGF-1R und IGF-2R. 
Der IGF-1R besitzt einen hohen Grad an Homologie zum Insulinrezeptor und ist der einzige 
IGFR, der definitiv den IGF-vermittelten Signalweg weiterleitet. Der IGF-1R ist ein 
Tyrosinkinase-Rezeptor und besteht aus zwei extrazellulären α-Untereinheiten mit der 






2.6.2 Östrogen-responsive Gene 
 
Zu den Östrogen-responsiven Genen gehören Steroidhormonrezeptoren (z.B. PR), 
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren (z.B. EGF und EGF-Rezeptor), Proto-Onkogene 
(c-myc, c-fos/c-jun), der Interleukin-4 Rezeptor, Cathepsin D und Zellzyklus-regulierende 
Proteine (z.B. Cyclin D1) [48, 187, 188].  
Im Allgemeinen führen Östrogene zu einer Erhöhung Zellzyklus-fördernder Faktoren, wie 
Proto-Onkogene und Cyclin D1.  
Viele Östrogen-responsive Gene besitzen ein palindromisches ERE, mit einer 
Konsensussequenz 5’-GGTCAnnnTGACC-3’, welches die Hormon-induzierte Transkription 
vermittelt [189]. Die meisten EREs sind jedoch unvollständige palindromische Sequenzen, 
deren Funktion suboptimal ist und somit entweder ein anderes unvollständiges 
palindromisches ERE oder einige andere cis-agierende Faktoren für eine maximale 
Wirksamkeit benötigen [190]. 
 
 
2.6.2.1 Komplement C3 
 
Das Komplement C3 (C3) ist eines der ca. 20 Proteine des Komplementsystems, welches 
Bestandteil der humoralen unspezifischen Immunabwehr ist, durch das der Körper 
Fremdkörper und Pathogene erkennen und durch direktes Abtöten und/oder Stimulation von 
Phagozytose eliminieren kann [191]. 
Das C3 besteht aus zwei unterschiedlich großen Untereinheiten, 115 kDa und 65 kDa [192], 
die über Disulfidbrücken verbunden sind [193] und deren Synthese u.a. durch die 
Wechselwirkungen von Gestagenen und Östrogenen reguliert wird [194]. 
In immunohistochemischen Analysen konnte nachgewiesen werden, dass sich das 
endometriale C3 der Ratte in den epithelialen Zellen befindet [195]. Im Menschen scheint die 
Situation anders zu sein, denn da befindet sich das C3 sowohl in den stromalen als auch in 
den epithelialen Zellen.  
In der Promotorregion ist eine Sequenz von drei EREs lokalisiert [196], wodurch die 
Expression des Genes direkt durch Östrogene aktiviert werden kann [195, 197, 198].  
Da die Stimulation von C3 als Reaktion auf E2 spezifisch für das Uterusgewebe ist, wird C3 
als ein verlässlicher Marker für die östrogene Reaktion des Uterus verwendet [192, 195, 199]. 




Clusterin (Clu) ist ein 80 kDa großes heterodimeres Glykoprotein, welches auch als 
Apolipoprotein J (Apo J), testosterone-repressed prostate message-2 (TRPM-2) oder 
sulphated glycoprotein-2 (SGP-2) bekannt ist [200]. Clu ist mit verschiedenen 
physiologischen Zellfunktionen einschließlich apoptotischer Zelltod, Zellzyklusregulation, 
Zelladhäsion, Gewebsumgestaltung und Immunsystemregulation als auch mit pathologischen 
Prozessen wie Karzinogenese und Tumorprogression  impliziert [201-204]. 
Clusterin wird konstitutiv in fast allen Säugetiergeweben exprimiert und ist ein Hauptprotein 
in physiologischen Flüssigkeiten einschließlich Plasma, Milch, Urin, Liquor und Samen 
[205]. Die Synthese und Sekretion von Clu erfolgt in verschiedenen Zelltypen. So ist es in 
den Hoden, im Gehirn, in der Leber, in der Niere, im Thymus, in der Milz und im Herzen 
nachweisbar [200]. Auch im Uterus konnte eine Clu-Produktion gezeigt werden [201, 206], 
wobei im murinen und humanen Uterus unterschiedliche Clu-mRNA-Mengen zu 
unterschiedlichen Phasen des Zykluses nachgewiesen werden konnten [201]. 
Wünsche und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die Regulation des 
Clu-mRNA-Expressionsspiegels in vivo als auch in vitro durch E2 kontrolliert wird [207].  
Die Expression wird dabei über einen komplexen Regulationsmechanismus gesteuert [207, 
208] und es ist nachgewiesen, dass Östrogene die Expression von Clusterin inhibieren können 
[197, 207]. Jedoch konnte bisher weder im Mensch noch in der Ratte ein ERE in der 
Promotorregion von Clu nachgewiesen werden [209, 210]. Allerdings befinden sich einige 
Androgen-/Glukokortikoid-responsive Elemente im ersten Intron und zwei funktionelle 
AP-1-Bindestellen in der proximalen Promoterregion [209].   
Durch die nachgewiesene E2-kontrollierte Regulation der mRNA-Expression, kann Clu neben 
C3 als ein weiterer Östrogen-responsiver Marker verwendet werden. 
 
 
2.6.2.3 Kalziumbindeprotein 9kDa  
 
Das Kalziumbindeprotein 9 kDa (CaBP9k) ist ein Vitamin D-abhängiges zytosolisches 
Protein, welches zu einer Gruppe von intrazellulären Proteinen gehört, die zwei 
Kalziumbindestellen besitzen und Kalzium mit hoher Affinität binden. Es spielt eine 
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entscheidende Rolle bei Kalziumtransport und -absorption und wird in verschiedenen 
Organen wie Uterus, Duodenum und Plazenta exprimiert [211, 212]. 
Das CaBP9k-Gen der Ratte besitzt in seiner Promotorregion ein unvollständiges, 
palindromisches ERE [190, 213], wobei die Bindung des ER trotzdem möglich ist. Es wird 
jedoch nur ein schwacher östrogener Effekt auslöst, welcher möglicherweise noch durch ein 
zusätzliches cis-Element verstärkt wird. Dadurch steht die CaBP9k-Expression unter der 
transkriptionellen Kontrolle von E2 [213].  
Es konnte nachgewiesen werden, dass im Uterus der Ratte nach einer Ovariektomie die 
Menge an CaBP9k-kodierender mRNA unter das Detektionsniveau fällt, jedoch diese durch 
Verabreichung von E2 wieder erhöht werden kann [214]. 
Der hormonelle Mechanismus, durch den die Expression des CaBP9k-Gens im Uterus der 
Ratte kontrolliert wird, ist dabei relativ gut verstanden. Es ist bekannt, dass Östrogene eine 
Hochregulierung und Progesteron eine Herunterregulation der Expression des CaBP9k-Genes 
während des Zykluses und der frühen Schwangerschaft hervorrufen [215-217].  
Das uterine CaBP-9k ist hauptsächlich im  Myometrium und teilweise in endometrialen 
Stromazellen und im luminalen Endometrium verteilt [218, 219]  
Zusätzlich konnte in neusten Studien  festgestellt werden, dass östrogene Substanzen, z.B. 
Octylphenol, Nonylphenol und Bisphenol A, die uterine CaBP-9k-mRNA und -Proteinspiegel 
im Uterus von Nagern sehr stark induzieren. Aus diesem Grund kann dieses Gen als ein 
potentieller Biomarker für östrogene Umweltchemikalien verwendet werden [220, 221]. 
 
 
2.6.2.4 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und VEGF-Rezeptor 2   
(VEGFR-2) 
 
Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), auch als vaskulärer 
Permeabilitätsfaktor (VPF) bekannt, ist ein Hauptregulator der endothelialen Zellproliferation, 
Angiogenese, Vaskulogenese und kapillarer Hyperpermeabilität in der physiologischen und 
pathologischen Neovaskularisation [126]. 
Strukturell ist VEGF ein 40-45 kDa homodimeres, Heparin-bindendes Glykoprotein mit 
begrenzter Sequenzhomologie zum platelet derived growth factor (PDGF). Des Weiteren 
wurde neben der mitogenen Wirkung des VEGF auf arterielles, venöses und lymphatisches 
Endothel u.a. ein chemotaktischer Effekt auf Monozyten und eine Funktion als so genannter 
„survival factor“ für verschiedene Zelltypen gefunden [222-224]. 
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In Säugetieren konnten bis jetzt fünf verschiedene Isoformen von VEGF - VEGF-A (auch als 
VEGF bezeichnet), VEGF-B, VEGF-C (auch als VEGF-2 bezeichnet), VEGF-D, und der 
plazentale Wachstumsfaktor (PlGF) - identifiziert werden [225-228].  
Im humanen Endometrium wie auch im Nageruterus bewirkte E2  eine Hochregulation von 
VEGF, wobei  dieser regulatorische Effekt schnell erfolgte, dosisabhängig war und durch das 
pure Antiöstrogen Fulvestrant signifikant blockiert werden konnte. Diese Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass die uterine VEGF-Expression auf der transkriptionellen Ebene durch den 
klassischen ER-Signalweg über ein unvollständiges ERE in der Promotorregion reguliert ist  
[229-231]. Auch in verschiedenen Zelllinien konnte eine Regulation nachgewiesen werden.  
In MCF-7-Zellen konnte gezeigt werde, dass E2 die VEGF-Expression durch erhöhte 
Gentranskription und mRNA-Stabilität moduliert [232].  
Demzufolge kann VEGF als ein zusätzlicher Marker östrogener Effekte im Endometrium 
verwendet werden [233]. 
 
Die Wirkungen der VEGFs werden über drei Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (VEGF-Rezeptoren 
(VEGFRs)) VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/Flk-1 und VEGFR-3 vermittelt. VEGFR-1 und -2 
sind dabei hauptsächlich in den Endothelzellen der Blutgefäße exprimiert, während VEGFR-3 
vor allem auf lymphatische Endothelien beschränkt ist [234]. 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass VEGFR-1 und VEGFR-2 unterschiedliche 
Merkmale in ihrer Signaltransduktion aufweisen und es scheint, dass die Signale des VEGF in 
den Endothelzellen hauptsächlich über den VEGFR-2 vermittelt werden. Die E2-Regulation 
der VEGFR-2-Transkription konnte in verschiedenen vaskulären Endothelzellen und in 
Brustkrebszellen gezeigt werden [235-237]. Dieser Effekt wird hauptsächlich durch den ERα 





2.6.3 Arylhydrokarbonrezeptor (AhR) und AhR-responsive Gene 
2.6.3.1 AhR 
 
Beim AhR handelt es sich um einen Liganden-aktivierten Transkriptionsfaktor, der Mitglied 
der basic helix-loop-helix-Per(Period)-ARNT (arylhydrocarbon receptor nuclear 
translocator)-SIM (single-minded) (bHLH/PAS)-Familie ist [102, 238].  
Der AhR spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Phase I- und Phase II-Enzymen 
des Fremdstoffmetabolismus nach Bindung von Xenobiotika wie z.B.  2,3,7,8-Tetrachlordi-
benzodioxin (TCDD). Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass der AhR bei den 
toxikologischen Effekten von Dioxinen, wie Teratogenese, Immunosuppression und 
Tumorförderung beteiligt ist. Trotz der häufigen Begünstigung von unerwünschten Effekten, 
ist der AhR durchweg in einer Reihe von Tierarten, von Wirbellosen bis hin zu Wirbeltieren, 
konserviert. Dies lässt vermuten, dass der AhR eine fundamentale Rolle in einigen 
physiologischen Prozessen zusätzlich zur Vermittlung der Antworten auf Xenobiotika spielt 
[239]. So haben Experimente mit AhR Knock-Out Mäusen (AhRKO) gezeigt, dass der  AhR 
eine Rolle in der Herzphysiologie und -funktion [240], Leberentwickulung [241], 
Ovarentwicklung [242] und Immunsystemregulation [243] spielt. Zusätzlich haben andere 
Studien gezeigt, dass der AhR in der Reproduktionsphysiologie [239], Zellzykluskontrolle 
[244] und Apoptose [245] involviert ist. 
 
Es sind mehrere exogene Liganden bekannt, bislang konnte jedoch noch kein endogener 
Ligand für den AhR identifiziert werden [241].  
Nach Bindung eines Liganden gelangt der Ligand-Rezeptor-Komplex in den Zellkern, wo 
eine Dimerisierung mit ARNT erfolgt [102]. Der entstandene AhR/ARNT-Heterodimer- 
Komplex fungiert dann als ein Transkriptionsfaktor, der mit hoher Affinität an spezifische 
Enhancer-Sequenzen der DNA, Xenobiotika responsive Elemente (XRE) bzw. Dioxin 
responsive Elemente (DRE), innerhalb der Promotorregion von AhR-regulierten Genen bindet 
und die Expression diese aktiviert [246].   
Der AhR reguliert über die XRE-Bindung eine Vielzahl von Genen, die zusammenfassend als 
AhR-Genbatterie bezeichnet werden. Hierzu gehören die fremdstoffmetabolisierenden 
Phase I- Enzyme der Cytochrom P450 (Cyp)- Familie Cyp1A1, Cyp1A2 und Cyp1B1. 
Weitere Enzyme, die über den AhR-Signaltransduktionsweg kontrolliert werden, sind 
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Glutathion-S-transferase Ya (Gst-Ya), NAD(P)H:Chinonoxidoreduktase, Aldehyd-3-
dehyrdrogenase (ALDH3) und UDP-Glukuronosyltransferase 1A6 [247].  
 
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass einerseits die Abwesenheit der 
AhR-mRNA-Expression in AhRKO-Mäusen als auch die Aktivierung des AhR-Signalweges 
durch AhR-Liganden zu adversen morphologischen Veränderungen von Uterus und Ovarien 
und zur Beeinträchtigung der Reproduktion führen kann [239, 242, 248-251].  
Daraus wurde geschlussfolgert, dass der AhR eine wichtige Rolle bei verschiedenen 
Funktionen des weiblichen Reproduktionssystems von fötaler Entwicklung bishin ins 
Erwachsenenalter erfüllt. So kann angenommen werden, dass der AhR in der Regulation der 
normalen Funktion des Uterus involviert ist. Der AhR ist ubiquitär im Säugetieruterus 
exprimiert und Änderungen der Gen- als auch der Proteinexpression sind mit dem  
Menstruationszyklus korreliert. Zusätzlich reguliert der AhR endometriale Zellproliferation 
und sekretorische Prozesse im Uterus und besitzt anscheinend eine funktionelle Rolle beim 
Zustandekommen und dem Erhalt der normalen Schwangerschaft [252].  
 
Es ist aus mehreren Studien bekannt, dass AhR-Liganden direkt oder indirekt die Regulation 
endokriner Systeme beeinflussen können. So ist der AhR in der Lage als Inhibitor für 
Östrogen-induzierte Gene, wie z.B. pS2, Cathepsin D und c-fos in MCF-7- Brustkrebszellen 
zu fungieren [253]. Aus diesem Grund ist der antiöstrogene Effekt vieler AhR-Agonisten 




2.6.3.2 Cytochrom P450 1A1 (Cyp1A1) 
 
Cytochrom P450 Enzyme sind Häm-haltige Monooxigenasen [255], die eine wichtige Rolle 
in der oxidativen Biotransformation von Fremdstoffen spielen, was sowohl zur 
Detoxifizierung als auch zur Aktivierung der Substrate und eventuell zur Bildung 
karzinogener Metabolite führen kann. Weiterhin sind diese in der Synthese und dem 
Metabolismus von Steroiden, Retinoiden, Fettsäuren, Prostaglandinen, biogenen Aminen, 
Pflanzenmetaboliten und anderen endogenen Verbindungen involviert [256]. 
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Das Cytochrom P450 1A1 (Cyp1A1) ist ein Vertreter der Phase I-Enzyme [257], in dessen 
Promotorregion mehrere XREs bzw. DREs vorhanden sind [258, 259], wodurch es durch den 
AhR reguliert werden kann.  
 
 
2.6.3.3 Glutathion S - Transferase Ya (Gst-Ya) 
 
Die Glutathion S-Transferasen (Gsts) sind eine Familie von Isoenzymen bestehend aus 
Homo- und Heterodimeren von mindestens sieben Untereinheiten. Sie gehören zu den 
Phase II-Enzymen des Fremdstoffmetabolismus, welche oftmals den in der Phase I in 
funktionelle Gruppen eingebrachten Sauerstoff als Angriffsstelle für den weiteren 
Metabolismus (z.B. Glukuronidierung und Sulfat-, Glutathion-, oder Glycin-Konjugation) 
benutzen. In der 5’-Region des Gst-Ya-Genes der Ratte konnten fünf ausgeprägte 
Regulationselemente identifiziert werden. Darunter befinden sich zwei Leber-spezifische 
Transkriptionsfaktoren, die eine DNA-Erkennungssequenz für Hepatozyten-Kernfaktor 1 
(HNF1) und Hepatozyten-Kernfaktor 4 (HNF4) besitzen. Des Weiteren wurde ein XRE 
C-terminal von der HNF1-Sequenz und ein Glukokortikoid-responsives Element (GRE) 
zwischen Nukleotid -1609 und -1595 gefunden. Das fünfte cis-agierende Regulationselement 
ist das Antioxidationsmittel-responsive Element (ARE), welches induzierbare Genexpression 
nach Exposition mit verschiedenen Xenobiotikas vermittelt [260, 261].  
Das XRE des Gst-Ya-Genes enthält eine Kernsequenz (5’-TNGCGTG-3’), die auch in 
mehrfachen Kopien in der 5` flankierenden Region vom Cyp1A1-Gen enthalten ist [258, 
259].  
Es ist nachgewiesen, dass zur transkriptionellen Aktivierung des Gst-Ya-Genes im Nagetier 
der AhR notwendig ist [260].  
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2.6.4 Cytochrom C Oxidase Untereinheit 1A (1A)als Referenzgen 
 
Für die quantitative Real-Time-PCR (qPCR) wurde als Referenzgen das Gen der Cytochrom 
C Oxidase Untereinheit 1A (1A), einem wichtigen Bestandteil der Atmungskette, verwendet. 
1A ist mitochondrial kodiert und seine Expression ist unabhängig von E2 und ähnlichen 
Substanzen und damit konstitutiv. 
Aufgrund dieser Eigenschaft und dem relativ konstant hohen Expressionsspiegel wird es als 
Referenzgen bei Genexpressionsstudien zur Untersuchung östrogener Wirkungen in der Ratte 
benutzt [199, 262]. 
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3 Material  
3.1 Laborgeräte 
 
Geräte/ Materialien                   Firma 
    
Brutschrank        Heraeus 
Computertomograph XCT Research SA+    Stratec Medizintechnik GmbH 
Elektrophoresekammer     Biorad 
Folienschweißgerät      Severin 
GelDoc-It™ Imaging System     UVP BioImaging System 
Gewebehomogenisator     Fisher Scientific 
Heizblock       Eppendorf 
Hybridisierungsofen      UVP 
Hyperfilm-ECL      Amersham Biosciences 
iCycler        Biorad 
Hyperkassette
TM      
Amersham Biosciences 
Magnetrührer       BIBBY 
Mikro-Dismembrator      B. Braun, Biotech Int. 
Nanodrop       Thermo Scientific 
Photometer       Tecan 
Pipetten       Eppendorf 
Speed Vac
®
 DNA 110 (Vakuumkonzentrator)  Savant 
Thermo-Cycler       MWG Biotech   
Vortexer        Merck Eurolab 
Waage        Sartorius 
Zellkulturflaschen       TPP 
Zentrifugen: 
Megafuge 2.0-R     Heraeus 
Mikrozentrifuge    Roth 
Tischzentrifuge    Sigma 
  MATERIAL 
 43 
3.2 Chemikalien und Reagenzien 
 
Bezeichnung                  Firma 
      
10x PCR-Puffer       Invitrogen 
10x PCR-Puffer nach Maniatis     im Labor hergestellt 
Agarose       Segenetic  
Ammoniumhydroxid      Grüssing 
Ammoniumpersulfat      Roth 
BCA-Reagenz      Sigma 
Bovines Serum Albumin     Serva 
Briliant Blue G250      Roth   
Bromphenolblau      ICN  
Chloroform        Fisher Scientific Roth 
Diethylpyrokarbonat       Sigma/AppliChem 
Dimethylsulfoxid      AppliChem 
DMEM/ F12-Medium     biowest 
DNase RQ1       Promega 
dATP, dCTP, dGTP, dTTP     Invitrogen 
ECL-Reagenz       Amersham Biosciences 
Eisessig       Merck 
Ethidiumbromid      Fluka 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   Invitrogen    
FKS        HyClone 
Fluorescin Kalibrierungslösung (400nM)   BioRad 
Formaldehydlösung (37%)     Roth  
Gentamycin       Biochrom 
Glutaraldehyd (50%)      AppliChem 
Glycerin       Roth 
Glycin        Grüssing 
Guanidinhydrochlorid     AppliChem 
HPLC-Wasser      J.T. Baker 
Insulin-Transferrin-Selenium-A-Supplement  Invitrogen 
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Bezeichnung                  Firma 
 
Isopropanol       Roth 
Magermilchpulver      AppliChem 
Magnesiumchlorid (50 mM)     Invitrogen 
2-Merkaptoethanol      Sigma  
Methanol       TU 
MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/μl)    Promega 
Natriumchlorid      VWR 
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat   Merck    
di-Natriumhydrogenphosphat    Grüssing  
Natriumpyruvat       Biochrom 
oligo dT (5 μg /μl)       MWG Biotech „Eurogenetec“ 
Phosphat gepufferte Salzlösung    im Labor hergestellt 
Phenylmethylsulfonylfluorid     Sigma 
PIPES        Sigma 
Platinum Taq DNA-Polymerase (5 U/μl)    Invitrogen 
Primer        MWG Biotech „Eurogenetec“ 
Proteinmarker       Fermentas 
RNAse Out (40 U/µl)      Invitrogen 
Rotiophorese
® 
Gel 30      Roth 
Saccharose       Roth 
Silbernitrat       AppliChem 
Sodiumdodezylsulfat      Roth 
Sybr Green I (10000x in DMSO)    Sigma 
Taq DNA- Polymerase      Invitrogen 
Tetramethylethylendiamin (TEMED)   Roth 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan    VWR 
TriFast
®
 Reagenz      peqLab 
Trypsin/EDTA (10x)      biowest 
Tween 20       AppliChem 
Zitronensäure       Grüssing 
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3.3 Untersuchungs- und Referenzsubstanzen 
 
In den tierexperimentellen Studien wurden folgende Substanzen entweder als Untersuchungs- 
oder als Kontrollsubstanz s.c. oder oral verabreicht:  
 
 - 17β-Östradiol (E2) 
 -  β-Östradiol 3-benzoat (E2-benzoat) 
 -  ERr 731
®
 
 - Genistein (4´,5,7-Trihydroxyisoflavon)  
 
E2, E2-benzoat und Genistein wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
(Hamburg) und der Extrakt ERr 731
®
 von der Chemisch-Pharmazeutischen Fabrik, Carl 
Müller Apotheker GmbH & Co bezogen. 
 




4.1.1 Uterotropher Assay 
 
Der uterotrophe Assay erfolgte nach den Richtlinien der Organisation für wirtschaftliche 
Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD) [263, 264]. 
Für den uterotrophen Assay wurden die Tiere als erstes durch Gabe von 200 µl eines 
Gemisches aus 0,75 ml Xylazin (23,3 mg/ml) und 1 ml Ketamin (115 mg/ml) in Narkose 
versetzt. Danach erfolgte die Entnahme der beiden Ovarien (Ovariektomie). Nach diesem 
Eingriff konnten sich die Tiere 14 d ausruhen, wobei in diesem Zeitraum die endogene 
Östrogen- und Progesteronkonzentration sank. Nach dieser Erholungsphase wurden die Tiere 
an drei aufeinander folgenden Tagen mit den zu untersuchenden Substanzen behandelt. Zum 
Schluss erfolgte die Sektion, wobei der Uterus entnommen und das relative 
Uterusfeuchtgewicht bestimmt wurde. 
 
 
4.1.2 Behandlung der Tiere 
 
Für alle durchgeführten Experimente wurden weibliche ovx Wistar-Ratten verwendet, da 
diese zu den am häufigsten in Tierexperimenten verwendeten Rattetenstämmen gehören und 
nachweislich eine gute Östrogenresponsivität aufweisen [142]. Die verwendeten adulten 
Ratten waren etwa 150 g schwer. Sie wurden ovx und nach zwei Wochen, während der 
endogene Hormonspiegel sank, an drei aufeinander folgenden Tagen behandelt.  
Die Behandlungsgruppen bestanden jeweils aus sechs oder acht Tieren. 
Nach den drei Behandlungstagen wurden die Tiere getötet und die zu untersuchenden Organe 
(Uterus, Leber und Knochen) entnommen, das Gewicht bestimmt und anschließend in 
flüssigem Stickstoff eingefroren bzw. in Ethanol (EtOH) aufbewahrt. 
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Dieses Experiment (V1) diente zur dosisabhängigen, pharmakologischen Prüfung des s.c. 
applizierten Extraktes in Uterus und Leber der ovx Ratten.  
Die Behandlung der Tiere erfolgte dabei durch s.c. Applikation mit dem in DMSO und 
Rhizinusöl gelösten Extrakt bzw. Kontrollsubstanzen nach dem in Tabelle 1 dargestellten 
Schema.  
Es wurde eine E2-Dosis ausgewählt, von der bekannt ist, dass diese einen  maximalen Effekt 
auslöst. Diese Dosis entsprach der vierfachen s.c. verabreichten Ethinylöstradiol-Dosis 
innerhalb des Validierungsprogrammes der OECD-Richtlinien für den uterotrophen Assay  
[263, 264].  
ERr 731
®
 wurde in vier verschiedenen Dosen, eine der humanen Dosis entsprechenden  und 
drei pharmakologischen Dosen, verabreicht, um einen Dosisbereich für die 
Sicherheitsprüfung zu erfassen. 
Um mögliche Effekte der Trägersubstanz DMSO + Rhizinusöl auszuschließen, wurde diese 
als Lösungsmittel-/ Negativkontrolle mitgeführt. 
 
Tabelle 1: Behandlungsschema für V1 
Behandlung Behandlungsart    Dosierung  /kg KG/d            Dauer 
DMSO            s.c.                    -              3 d 
E2             s.c.                 4 µg              3 d 
ERr 731
®
             s.c.              0,1 mg              3 d 
ERr 731
®
             s.c.                 1 mg              3 d 
ERr 731
®
             s.c.               10 mg              3 d 
ERr 731
®
             s.c.             100 mg              3 d 
 
 





In diesem Experiment (V2) wurde die Wirkung des s.c. applizierten Extraktes auf Uterus und 
Leber von ovx Ratten bei gleichzeitiger Gabe einer niedrigen E2-Dosis (0.5 μg/kg KG/d) 
untersucht. Darüber hinaus konnte zusätzlich untersucht werden, ob ERr 731
®
 die Wirkung 
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der niedrigen E2-Dosis antagonisieren kann. In Tabelle 2 ist das durchgeführte 
Behandlungsschema aufgeführt. 
 
Tabelle 2: Behandlungsschema für V2 
Behandlung  Behandlungsart   Dosierung /kg KG/d             Dauer 
DMSO            s.c.                  -               3 d 
E2            s.c.               0,5 µg               3 d 
E2            s.c.                4 µg               3 d 
E2 + ERr 731
®
            s.c.         0,5 µg + 0,1 mg               3 d 
E2 + ERr 731
®
            s.c.         0,5 µg + 1 mg               3 d 
E2 + ERr 731
®
            s.c.         0,5 µg + 10 mg               3 d 
E2 + ERr 731
®
            s.c.         0,5 µg + 100 mg               3 d 
ERr 731
®
            s.c.              0,1 mg               3 d 
ERr 731
®
            s.c.             100 mg               3 d 
 
 




Es wurden drei Experimente durchgeführt (V3-1, V3-2, V3-3), wobei eine orale Applikation 
des Extraktes bzw. der Kontrollsubstanzen über das Futter erfolgte (Tabellen 3-5).  
Die Kontrollgruppe bekam dabei Phytoöstrogen-armes (PA) Futter. Als Positivkontrolle 
diente mit E2-benzoat und als eine weitere Kontrollgruppe mit Genistein versetztes PA-Futter. 
Genistein wurde dabei als Phytoöstrogenkontrolle mitgeführt, da Genistein das am besten 
untersuchteste Phytoöstrogen ist und ERβ-selektiv wirken soll. 
Der Extrakt wurde in den Dosen von 1 mg/kg und 1 g/kg PA-Futter und Genistein in einer 
Dosis von 0,7 g/kg PA-Futter verabreicht. 
Alle Futtermittel wurden von der Firma Ssniff (Ssniff Spezialdiäten Gmbh, Soest) auf Basis 
von sojafreiem, Phytoöstrogen-armen Grundfutter (Ssniff SM R/M, 10 mm) hergestellt. Die 
Substanzen ERr 731
®
, Genistein und E2-benzoat wurden als Pulver der Firma Ssniff zur 
Einmischung zur Verfügung gestellt. 
Die Fütterung der Tiere erfolgte ad libitum über einen Zeitraum von 3 d, 30 d und 90 d. 
Bei allen drei Experimenten wurde die aufgenommene Futtermenge bestimmt, wobei bei 
V3-3 dies jede Woche bei gleichzeitiger Bestimmung des Körpergewichtes der Tiere erfolgte. 
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Tabelle 3: Behandlungsschema für V3-1 
Behandlung   Behandlungsart   Dosierung /kg Futter     Dauer 
PA          Futter                    -       3 d 
E2-benzoat          Futter             1,625 mg       3 d 
E2-benzoat          Futter                  10 mg       3 d 
ERr 731
®
          Futter                    1 mg       3 d 
ERr 731
®
          Futter                    1 g       3 d 
Genistein          Futter                 0,7 g       3 d 
 
 
Tabelle 4: Behandlungsschema für V3-2 
Behandlung   Behandlungsart   Dosierung /kg Futter      Dauer 
PA          Futter                    -       30 d 
E2-benzoat          Futter             1,625 mg       30 d 
ERr 731
®
          Futter                    1 mg       30 d 
ERr 731
®
          Futter                    1 g       30 d 
Genistein          Futter                 0,7 g       30 d 
 
 
Tabelle 5: Behandlungsschema für V3-3 
Behandlung   Behandlungsart   Dosierung /kg Futter     Dauer 
ovx + PA          Futter                  -      90 d 
sham + PA          Futter                  -      90 d 
ovx + E2-benzoat          Futter               10 mg      90 d 
ovx + ERr 731
®
          Futter                 1 mg      90 d 
ovx + ERr 731
®





4.2 Untersuchung verschiedener Zelllinien hinsichtlich ihrer Eignung als 








10 % FKS-Medium: - 500 ml DMEM/F12 
   - 50 ml FKS 
   - 10 ml Sodiumpyruvat 
   - 1, 65 ml Gentamycin 
 
5 % DCC-Medium: - 500 ml DMEM/F12 
   - 25 ml DCC 
   - 10 ml Sodiumpyruvat 
   - 1, 65 ml Gentamycin 
 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in sterilen 75 cm
2
 Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 
37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchte. Das Medium wurde mindestens zweimal pro Woche 
gewechselt, wobei das alte Medium entfernt und durch frisches, auf 37°C vorgewärmtes 
Medium ersetzt wurde. Vor den Experimenten, bei denen die Zellen mit Östradiol stimuliert 
wurden, wurden die Zellen für mindestens 48 h in Östrogen-freiem Medium kultiviert. Dazu 
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in  DCC-Medium weiterkultiviert. 
Zur Kultivierung der Zellen wurde 10% FKS-Medium und für die Zellkulturexperimente 
5% DCC-Medium verwendet.  
Bei den R-Ishikawazellen wurde zum Medium zusätzlich noch Insulin-Transferrin-  
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4.2.2 Passagieren der Zellen 
 
Zur längeren Kultivierung der Zellen wurden diese in regelmäßigen Abständen passagiert, um 
zu gewährleisten, dass die Zellen nicht zu konfluent wachsen. Dazu wurde das verbrauchte 
Medium abgenommen, die adhärenten Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit 3 ml 
warmen PBS + 300 µl Trypsin/EDTA (10 x) für ca. fünf bis zehn Minuten bei 37°C inkubiert, 
bis die Zellen sich vom Untergrund abgelöst hatten. Die Trypsinierung wurde anschließend 
durch Zugabe von 2 ml Medium abgestoppt, die Zellsuspension in ein steriles 15 ml 
Zentrifugenröhrchen überführt und fünf Minuten bei 900 rpm abzentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert. Ein Teil dieser 
Suspension wurde danach zur weiteren Kultivierung in neue Kulturflaschen überführt und mit 





Die Zellkulturexperimente wurden in sterilen 25 cm² Zellkulturflaschen  mit 5 ml 
5 % DCC-Medium durchgeführt. 
E2 wurde in DMSO gelöst, wobei die DMSO-Konzentration im Medium nur 0,1 % betrug. 
Um sicher zu gehen, dass DMSO selbst keinen Effekt hervorruft, wurde DMSO als 
Lösungsmittelkontrolle mitgeführt. 
RUCA-I wurden einerseits in normalen Zellkulturflaschen und andererseits in mit Gelatine 
beschichteten Zellkulturflaschen kultiviert. 
Die Behandlung aller Zelllinien erfolgte mit E2 (10
-8
 M) für 24 h.  
Zur Bestimmung der optimalen Behandlungsdauer wurde für die RUCA-1- und ECC-1-Zellen 
zusätzlich noch eine zeitabhängige Behandlung durchgeführt. Die Behandlung erfolgte dabei 
jeweils für 24 h, 48 h und 72 h. 
Die Versuche wurden durch Abtrypsinieren der Zellen und anschließender Aufnahme der 
Zellen in TriFast
TM





4.3 Untersuchungen auf RNA-Ebene 
4.3.1 RNA-Extraktion 
 
Zur RNA-Isolierung aus Uterus und Zellkultur wurde die bereits im Labor etablierte Methode 
mit peqGOLD TriFast
TM
 benutzt, welche auf dem Prinzip der 
Guanidinisothiocyanit/Phenol-Chloroform-Methode basiert [151]. 
Zur Isolierung der RNA aus dem Uterus der Ratten wurden vorab alle Arbeitsgeräte, wie 
Teflongefäße, Zertrümmerungskugeln, Pinzetten und die Glasplatte mit RNase-Exitus 
behandelt, mit DEPC-Wasser abgespült und mit einem fusselfreien Tuch gründlich 
abgetrocknet. Anschließend wurden die Teflongefäße mit jeweils einer Zertrümmerungskugel 
in flüssigem Stickstoff vorgekühlt. Danach wurden in diese 50-150 mg der in Stickstoff 
gelagerten Proben (Uterus)  überführt. Der Gewebeaufschluss erfolgte durch Dismembrieren. 
Dazu wurden die gekühlten Teflongefäße für zweimal à einer Minute bei 2000 Schlägen pro 
Minute in einem Dismembrator geschüttelt. Daraufhin wurde zum Gewebepulver 1 ml 
TriFast
TM
 hinzu gegeben. 




Die Suspensionen aus Gewebepulver bzw. Zellen in TriFast
TM
 wurden im Anschluss daran in 
ein     1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und zur Entfernung von Zelltrümmern für 10 min bei 
12500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und zu diesem 0,2 ml Chloroform hinzugegeben, 15 s per Hand invertiert und 2 bis 3 min bei 
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschließend erfolgte ein 15-minütiger 
Zentrifugationsschritt bei 12500 rpm und 4°C. Es kam dabei zu einer Phasentrennung des 
Trizol/Chloroform-Gemisches, wobei sich unten eine rote Phenol/Chloroformphase, in der 
Mitte eine weiße Interphase mit Proteinen und oben eine wässrige Phase mit RNA absetzte. 
Die obere wässrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 0,5 ml 
Isopropanol zur RNA-Präzipitation versetzt, leicht invertiert, 10 min bei RT inkubiert und 
anschließend 10 min bei 12500 rpm und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 
abgenommen und das erhaltene weiße Pellet mit 1 ml 75 %igem EtOH gewaschen, um 
Rückstände des Isopropanols zu entfernen. Es folgte ein 10-minütiger Zentrifugationsschritt 
bei 10000 rpm und 4°C. Der Überstand wurde vorsichtig mit einer Pipette entfernt und das 
Pellet etwa 2 min im Vakuumkonzentrator/-zentrifuge getrocknet. Je nach Ausbeute an RNA 
wurde das Pellet in 10 -50 μl HPLC-Wasser resuspendiert und bei -80°C eingefroren.      




Um für die weiteren Schritte jeweils die gleiche RNA-Menge zu verwenden, wurde die 
Konzentration der isolierten Total-RNA am Nanodrop bei einer Wellenlänge von 260 nm 
gemessen. Um sicherzustellen, dass die RNA während der Isolierungsschritte nicht durch 
RNAsen oder andere Faktoren degradiert wurde, wurde die RNA-Qualität mittels 
Gelelektrophorese überprüft. Das Vorhandensein zweier rRNA Banden (18 S und 28 S) wies 
dabei auf intakte RNA hin. Danach wurden für jede Behandlungsgruppe die sechs einzelnen 
RNA-Proben zu einem Mix mit einer definierten RNA-Konzentration vereinigt. 
 
 
4.3.3 DNA-Verdau nach Maniatis 
 
Zur Entfernung der in den RNA-Proben eventuell noch enthaltenen genomischen DNA wurde 
ein Verdau durchgeführt. Dazu wurde der folgende Reaktionsansatz hergestellt: 
 
   - 3 μg RNA 
   - 1 μl 10 x PCR-Puffer nach Maniatis 
   - 1 μl DNAse RQI 
   - 0, 5 μl RNAse Out 
 
Der Ansatz wurde mit HPLC-H2O auf 10 μl aufgefüllt und für 1 h bei 37°C im Thermocycler 
inkubiert. Anschließend wurde eine Kontroll-PCR mit dem Referenzgen 1A durchgeführt, um 
sicherzustellen, dass keine DNA mehr vorhanden war. Als Positivkontrolle diente eine bereits 
vorhandene cDNA oder unverdaute RNA. 
Enthielten die Proben keine DNA mehr (Tc > 30), erfolgte die Zugabe von 1 μl 25 mM EDTA 











Für die cDNA-Synthese wurde zu der DNA-verdauten RNA noch folgende Komponenten 
hinzu gegeben:  
- 2,5 µl HPLC- H2O 
   - 2 µl10x PCR-Puffer nach Maniatis 
   - 2 µl dNTPs (10 mM) 
   - 1 µl oligo dTs 
   - 1 µl MgCl2 (50 mM) 
   - 1 µl MMLV - RT 
   - 0, 5 µl RNAse Out 
 
Die Reaktion erfolgte anschließend für 1 h bei 42°C im Thermocycler. Danach schloss sich 




4.3.5 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) 
4.3.5.1 Allgemeines 
 
Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) ist eine sensitive Methode zur absoluten und 
relativen Quantifizierung von DNA, wodurch beispielsweise die Durchführung von 
Genexpressionsstudien möglich ist.  
Sie beruht auf dem Prinzip der klassischen PCR, bei der durch die DNA-Polymerase eine 
exponentielle Vervielfältigung von DNA-Molekülen erfolgt. Mit Hilfe Gen-spezifischer 
Primer werden dabei nur bestimmte DNA-Abschnitte amplifiziert.  
Durch die Verwendung fluoreszierender Farbstoffe kann die PCR-Reaktion in Echtzeit 
(Real-Time) beobachtet werden. Der Fluoreszenzfarbstoff, z.B. SYBR
® 
Green I, lagert sich in 
die DNA-Doppelstränge ein und fluoresziert im gebundenen Zustand. Nach jedem Zyklus 
wurde die Fluoreszenz detektiert. Mit jedem Amplifikationszyklus nahm die Fluoreszenz 
proportional mit der Menge des entstandenen PCR-Produktes zu. Zu Beginn war die 
Fluoreszenzzunahme kaum detektierbar, jedoch ab einer bestimmten Zykluszahl („Threshold 
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Cycle“ (CT)) wurde das Hintergrundsignal deutlich überschritten und es erfolgte eine 
exponentielle Zunahme der Fluoreszenz, die später in einem Plateau mündete.  
 
 
4.3.5.2 verwendete Primer 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Primer waren entweder bereits im Labor vorhanden oder 
mithilfe des im Internet frei verfügbaren Programmes Primer3 
(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/-primer/primer3_www.cgi/) erstellt  und mittels 
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) auf deren Spezifität überprüft. 
Zusätzlich wurden die Primersequenzen mit Oligoanalyzer von Integrated DNA Technologies 
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/-Default.aspx) hinsichtlich 
Homo- und Heterodimerbildung sowie Haarnadelstrukturen in den Oligonukleotiden 
überprüft. Die verwendeten Primer sollten dabei folgende Bedingungen erfüllen: 
Schmelztemperatur von ca. 60°C, G/C-Anteil von 40-60 %, Amplikonlänge von 150-250 bp 
und Primerlänge von 20-24 bp. 








Tabelle 6: Primersequenzen für mRNA-Expressionsmessungen in Geweben und Zelllinien der Ratte 
Primer                    Sequenz  Schmelzpunkt 
r1A gag tag aaa tga tgg agg aag ca 
tga gca gga ata gta ggg aca gc 
        86°C 
rAhR ata cgc acc aaa agc aac act a 
gct act tgg ttg tgc tga tgt t 
        84°C 
rC3 aca gcc ttc ccg gga gca tca aca 
agc gca cca cag gag gca cag agt c 
        92°C 
rCaBP9k tgt ctg act ctg gca gca ctc act g 
cct tca gga ggc tgg gga act ctg 
        88°C 
rClu ccc tcc agt cca aga tgc tca aca c 
cca tgc ggc ttt tcc tgc ggt att c 
        91°C 
rCyp1A1 tta tga cca cga tga cca aga g 
gcc ctt ctc aaa tgt ctg tag 
        90°C 
rERα gga agc aca agc gtc aga gag at 
aga cca gac caa tca tca gga t 
        90°C 
rERβ cta cag aga gat ggt caa aag tgg a  
ggg caa gga gac aga aag taa gt 
        90°C 
rGst-Ya gcc agc ctt ctg acc tct tt  
gct ccg cta aaa ctt gaa aat c 
        87°C 
rIGF-1 ctg ctt gct cac ctt tac cag 
tac atc tcc agc ctc ctc aga 
        91°C 
 rIGF-1R gtg gag gag gtg aca gaa aat c 
caa aga tgg agt tgt gaa gga a 
        89°C 
rKi67 aac cag gac ttt gtg ctc tgt aa 
ctc ttt tgg ctt cca ttt ctt c 
        89°C 
rPCNA gag caa ctt gga atc cca gaa cag g 
cca agc tcc cca ctc gca gaa aac t 
        88°C 
rVEGF ctg caa tga tga agc cct gga gtg 
acc ggg att tct tgc gct ttc gtt 
        89°C 
rVEGFR-2 gaa aaa gcc ggc cag tga gtg taa a 
agc gca gtg tgg tcc cag agt caa c 
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Tabelle 7: Primersequenzen für mRNA-Expressionsmessungen in humanen Zellen 
Primer                    Sequenz Schmelzpunkt 
h1A gca ggg cgt ttg gta ttg ggt tat g 
cta tag tgg agg ccg gag cag gaa 
        89°C 
hC3 tgc ggc tac cct act ctg ttg ttc g 
gac ggc agc ctt gac ttc cac ttc c 
        92°C 
hERα cac gtt ctt gca ctt cat gc 
gtc cag cac cct gaa gtc tc  
        92°C 
hERβ gtt tgg ctg att gcc aag ag 
tcc agc agc agg tca tac ac 
        90°C 
hIGF-1 tga ctc cac ttc ctc taa ctc ca 
aaa cct ctc acc tca acc tca c 
        88°C 
hIGF-1R gtc gtc ctc tgg gag atc g 
cag gct cca tct cct ctt tg 
        92°C 
 
 
4.3.5.3 Vorbereitung und Durchführung der qPCR 
 
Zur Überprüfung des DNA-Verdaus und zur Qualitätskontrolle der cDNA wurde jeweils eine 
Kontroll-PCR im iCycler durchgeführt. Dabei sollte bei der Kontrolle des DNA-Verdaus kein 
Produkt entstehen, wohingegen bei der nach der cDNA-Synthese durchgeführten 
Kontroll-PCR eine Produktbildung stattfinden sollte. 
Die Kontroll-PCR erfolgte in Einfachbestimmung, jedoch die für die Expressionsanlaysen 
notwendigen PCRs wurden immer in Dreifachbestimmung durchgeführt. Es wurde für jedes 
zu untersuchende Gen ein Mastermix hergestellt (Tabelle 8) von dem jeweils 49 μl mit 1 μl 
cDNA versetzt wurde. 
Bei jedem PCR-Durchlauf wurde 1A als nicht Östrogen-responsives Referenzgen (siehe 
Kapitel 2.6.4) mitgeführt, um die Regulation der Genexpression berechnen zu können. 








Zyklus 1   1x    3 min    95 °C 
Zyklus 2    50x    10 s    95 °C 
     10 s    60 °C 
     20 s    72 °C 
Zyklus 3   1x    30 s     95 °C 
Zyklus 4   1x    30 s     60 °C 
Zyklus 5   75x     7 s    60 °C + 0,5 °C bei jedem Schritt 
Zyklus 6   1x   unendl.          4  °C 
 
Tabelle 8: Mastermixzusammensetzung für einen qPCR-Ansatz 
Komponenten         eingesetztes Volumen pro Ansatz 
1x SYPBR Green in 10x Puffer                             5 
MgCl2 (50 mM)                   siehe Tabelle 9/ 10 
Fluorescein Kalibrierungslösung (400 nM)                             1,25 
dNTP`s (2,5 mM)                              2 
Primer Mix (fwd und rev je 10 mM)                   siehe Tabelle 9/ 10 
Platinum Taq                              0,15 
HPLC-H2O                    auf 49µl auffüllen 
 
 
Tabelle 9: optimale Primer- und MgCl2-Mengen 
 r1A rVEGF rERα, * rERβ rCyp1A1, +  rGst-Ya rKi67 
Primer  [µl] 0,5 1 1 1,2 1,5 1,5 1,5 
MgCl2  [µl]  4 2 4 4 2 3 4 
* gilt auch für AhR, C3, Clu, CaBP9k, IGF-1R, PCNA, VEGFR-2 
+ gilt auch für IGF-1 
 
 
Tabelle 10: optimale Primer- und MgCl2-Mengen 
     hC3     h1A   hERβ  hERα, hIGF-1   hIGF-1R  
Primer  [µl] 1 1 1,5 1,5 2 
MgCl2  [µl]  2 4 2 3 2 
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4.3.5.3 Auswertung der qPCR  
 
Zur Ermittlung der relativen mRNA-Expressionsspiegel der zu untersuchenden Gene und zum 
Vergleich der Behandlungen wurde mit einem nicht regulierten Referenzgen abgeglichen.  
Als Referenzgen wurde 1A verwendet, da dieses mitochondrial kodiert ist, seine Expression 
unabhängig von E2 und ähnlichen Substanzen ist und aufgrund dieser Eigenschaft und dem 
relativ konstant hohen Expressionsspiegel bereits als Referenzgen in vorhergehenden  
Genexpressionsstudien zur Untersuchung östrogener Wirkungen in der Ratte benutzt wurde 
[199, 262]. 
 
Die Auswertung der qPCR erfolgte mit Hilfe des zu dem iCycler zugehörigem Programm 
iCycler Version 3.1. von BioRad und nach der ΔΔ CT-Methode vereinfacht nach Pfaffl, bei 
der von einer Verdopplung der DNA mit jedem Amplifikationszyklus ausgegangen wurde  
[265].  
Durch die Berechnung des ΔCT und des ΔΔCT : 
 
ΔCT = CT (untersuchte Gen) - CT (Referenzgen, 1A) 
ΔΔCT = ΔCT Behandlung - ΔCT Kontrolle 
 






Die unbehandelte Probe war stets die Kontrolle, der später der Wert 1 zugeordnet wurde.  
Jede PCR wurde mindestens dreimal durchgeführt. Die erhaltenen Werte wurden mit dem 
Grubs-Test hinsichtlich Ausreißer untersucht und anschließend für jede Behandlungsgruppe 
ein mittlerer CT-Wert berechnet. Die daraus berechneten relativen mRNA-Expressionen sind 








 4.3.5.4 Schmelzkurvenanalyse  
 
Zur Überprüfung der Reinheit der entstandenen PCR-Produkte und der Spezifität der 
PCR-Reaktion erfolgte nach der qPCR die Schmelzkurvenanalyse. Dazu wurde die 
Temperatur kontinuierlich erhöht, wodurch sich die DNA-Doppelstränge langsam 
voneinander lösten, der gebundene Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wurde und eine 
Verringerung der Fluoreszenzintensität zu beobachten war. Bei der für das PCR-Produkt 
spezifischen Schmelztemperatur Tm kam es schlagartig zu einem Abfall der 
Fluoreszenzintensität. Die entstandene Fluoreszenzabnahme wurde detektiert und grafisch 
dargestellt. Die Fluoreszenzabnahme wurde gegen die Temperatur aufgetragen und in Form 
einer Schmelzkurve dargestellt, wobei der Peak der Kurve über Tm des PCR-Produktes lag. 
Für jedes PCR-Produkt erhielt man so in Abhängigkeit von der Länge des Produktes und vom 
G/C-Gehalt der DNA-Sequenz eine spezifische Schmelztemperatur. 
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Präparationspuffer (pH 7,4):  - 240 mM Saccharose (reinst) 
     - 1 mM PMSF in 2-Propanol 
     - 20 mM PIPES 
     - 10 mM EDTA 
     - 50 mM NaH2PO4 
 
Gefrierpuffer (pH 7,2):  - 400 mM Saccharose (reinst) 
     - 5 mM PIPES 
     - 5 mM Tris 
     - 10 mM EDTA 
     - 50 mM NaH2PO4 
 
Die Isolierung des Gesamtproteins erfolgte aus der nach der RNA-Isolation zurückbehaltenen 
Interphase und phenolischen Phase des TriFast
TM
 Reagenz. Als erstes erfolgte die Zugabe von 
0,3 ml 100 % EtOH und durch mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefäßes wurde der 
Ansatz gut gemischt und danach für 2 bis 3 min bei RT inkubiert. Anschließend erfolgte ein 
Zentrifugationsschritt (2000 x g, 15 min, 4°C) und der Überstand (EtOH/Phenolphase) wurde 
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die Proteine wurden dann durch 
Zugabe von 1,5 ml Isopropanol präzipitiert. Die Proben wurden daraufhin 10 min bei RT 
inkubiert und anschließend für 10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde entfernt und das Proteinpellet dreimal mit 2 ml 0.3 M Guanidinhydrochlorid in 95 % 
EtOH gewaschen. Hierfür wurden die Proben jeweils für 20 min in 0.3 M 
Guanidinhydrochlorid/95 % EtOH bei RT inkubiert und anschließend für 5 min bei 7.500 x g 
und 4°C zentrifugiert. Danach wurde das Proteinpellet in 2 ml 100 % EtOH aufgenommen 
und gevortext, 20 min bei RT inkubiert und erneut zentrifugiert (5 min, 7500 x g, 4°C).  
Zum Schluss wurde das EtOH vollständig entfernt und das Protein-Pellet in Puffer 
aufgenommen und durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit der Pipette gelöst. Um das 
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Pellet vollständig zu lösen, erfolgte eine Inkubation bei 50-100°C und Ultraschallbehandlung. 
Danach wurden die Proteinlösungen bei -80°C gelagert. 
 
Zur erneuten Isolation von Proteinen aus den Gewebeproben wurde eine zweite Methode 
verwendet. Dafür wurde ein Teil der Organprobe zusammen mit einer Zertrümmerungskugel 
in ein mit Stickstoff-gekühltem Teflongefäß überführt und für 2 min im Dismembrator bei 
2000 Schlägen pro Minute zerkleinert. Das Probenpulver wurde anschließend in ein gekühltes 
50 ml Probenröhrchen überführt und 500-1000 μl des Präparationspuffers hinzu gegeben. 
Daraufhin erfolgte die Homogenisierung des Gemisches mit einem auf Eis vorgefühltem 
Homogenisator. Nach Zugabe von 500-1000 μl Gefrierpuffer wurde das Gemisch in ein 2 ml 
Reaktionsgefäß überführt und 20 min bei 8000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Überstand 
befanden sich dann die gelösten Proteine. 
 
 
4.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der BCA-Methode nach Smith ermittelt [266]. 
Diese Methode beruht darauf, dass Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer Lösung einen 
Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Dabei werden die Cu
2+
-Ionen dieses Komplexes zu 
Cu
+
-Ionen reduziert, die mit Bicinchinon-Säure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden. 
Die Absorption dieses Farbkomplexes kann bei 562 nm gemessen werden, wobei die 





Zu Beginn wurde eine Standardkurve von 0 bis 1 mg/ml BSA in 0,15 M NaCl hergestellt. 
Die zu bestimmenden Proben, ein Leerwert sowie die Standardwerte wurden in 
Dreifachbestimmung zu je 10 μl in 96-Well Mikrotiterplatten pipettiert. Anschließend wurden 
je 250 μl des BCA-Reagenz (BCA-Lösung und CuSO4-Lösung im Verhältnis 50:1) hinzu 
gegeben und für 30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 
562 nm im Photometer gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden 
anschließend anhand der Standardkurve berechnet.  
Zum Schluss wurden die Proteine der Uteri gleicher Behandlungsgruppe vereinigt. 






4x Sammelgelpuffer (pH 6,8): - 30,25 g Tris 
     - 2 g SDS 
     - auf 500 ml mit Aqua bidest. auffüllen 
 
4x Trenngelpuffer (pH 8,8):  - 90,75 g Tris 
     - 2 g SDS 
     - auf 500 ml mit Aqua bidest. auffüllen 
 
Ammoniumperoxidisulfatlösung (APS-Lsg.) 4%:   0,4 g auf 10 ml Aqua bidest. 
 
 
Probenpuffer:   - 0,625 ml 4 x Sammelgelpuffer  
    - 2,1 ml Aqua bidest.    
    - 0,5 ml Glycerin    
    - 1,5 ml 10% SDS    
    - 0,2 ml 1% Bromphenolblau  
 
 
10x Elektrophoresepuffer (10x EP): - 30 g Tris 
- 144 g Glycin 
- auf.1000 ml mit Aqua bidest. auffüllen 
 
 
1x Elektrophoresepuffer: - 100 ml 10x EP 
- 10 ml 10% SDS 






















Die Gelansätze wurden nach dem in Tabelle 11 aufgeführten Schema zunächst ohne Zugabe 
von TEMED pipettiert und kurz vor dem Gießen die Polymerisation mit TEMED gestartet. 
Zuerst wurde das Trenngel gegossen, anschließend mit Isopropanol überschichtet und etwa  
30 min auspolymerisiert. Nach Abgießen des Isopropanols wurde das Sammelgel darüber 
gegossen, der Kamm eingesetzt und dann wieder etwa 30 min auspolymersiert. 
Anschließend wurde der Kamm entfernt, die Gelkassette mit dem darin befindlichen Gel in 
die Elektrophoresekammer eingesetzt und mit 1x Elektrophoresepuffer befüllt. 
Die Proben (30 µg des uterinen Proteins) wurden 1:1 mit Probenpuffer versetzt, wobei zur 
Erzeugung von reduzierenden Bedingungen dem Probenpuffer 5 % Merkaptoethanol 
zugesetzt wurde. Danach wurden die Proben für 5 min bei 95°C im Thermocycler inkubiert 
und anschließend auf Eis abgekühlt. Bei einer Elektrophorese unter nicht-reduzierenden 
Bedingungen wurden die Proben mit dem Probenpuffer versetzt ohne Merkaptoethanol 
hinzuzufügen und danach das Gel mit den jeweiligen Proben beladen, wobei in der ersten 
Spur der Proteinmarker aufgetragen wurde. 
Danach lief das Gel erst 15-30 min bei 80 V (bis zum Erreichen der Trenngelgrenze) und 





Das Anfärben von Proteinbanden in Gelen kann auf verschiedene Arten erfolgen. Eine davon 
ist die Silberfärbung, bei der Ag+-Ionen Komplexe mit Glutamat-, Aspartat- und Cysteinresten 
bilden. Durch Reduktion entsteht elementares Silber, welches die Proteine sichtbar macht. 




Sammelgel (4,5%) Trenngel (8,5%) 
4 x Sammelgelpuffer 0,75 ml - 
4 x Trenngelpuffer  - 2,393 ml 
Rotiphorese
®
 Gel 30  0,45 ml         2,75 ml 
APS - Lösung (4 %)  0,06 ml 0,154 ml 
TEMED    0,013 ml     0,00825 ml 
Aqua bidest. 1,75 ml 4,494 ml 




Silbermedium: - 42 ml 0,36 % NaOH                                                                                                      
   - 2,8 ml 25 % NH4OH-Lösung                                                                              
   - 8 ml AgNO3-Lösung (0,194 g/ml) langsame Zugabe unter Rühren               
   - auf  200 ml mit Aqua bidest. Auffüllen 
 
Entwicklerlösung:  - 15 mg Zitronensäure                                                                                     
   - 135 µl 37 % Formaldehydlösung                                                                
   - auf 250 ml mit Aqua bidest. auffüllen  
 
Stopplösung:  - 500 ml Methanol                                                                                     
   - 100 ml Essigsäure       
   - auf 500 ml mit Aqua bidest. auffüllen  
Als erstes wurde das Gel für 30 min in 50 % Methanol geschwenkt und für 30 min in 
1 % Glutaraldehyd inkubiert. Danach erfolgte ein  30-minütiger Waschschritt in Aqua dest. 
und ein 7-minütiger Inkubationsschritt im Silbermedium. Anschließend erfolgte ein 
Waschschritt für 5 min in Aqua dest. Zum Schluss wurde das Gel so lange in der 
Entwicklerlösung belassen bis eine deutliche Färbung zu erkennen war (bis zu 15 min) und 
daraufhin zum Abstoppen der Reaktion in die Stopplösung überführt.  
 
4.5.5 Semi-dry Blotverfahren  
 
Transferpuffer: - 100 ml 10x EP 
   - 10 ml 10% SDS 
   - 100 ml 100% Methanol 
   - auf 1000 ml mit Aqua bidest. auffüllen 
 
Nach erfolgter Gelelektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran geblottet. 
Der genaue Blottaufbau setzte sich von unten nach oben aus in Transferpuffer getränktes 
Filterpapier, Membran, Gel und in Transferpuffer getränktes Filterpapier zusammen. 
Anschließend erfolgte  der elektrische Transfer der Proteine bei konstantem Strom von 0,8 
mA/cm² für 2 h. 
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Waschpuffer (PBST):  - 14,24 g Na2HPO4*2H2O  
- 2,76 g NaH2PO4*H2O  
- 5,84 g NaCl 
- 1 ml Tween 20  
- auf 1000 ml mit Aqua bidest. auffüllen 
 
 
Blockpuffer:   - 5 % Magermilchpulver in PBST 
 
Nach dem Transfer wurden die Membran  mit 5 % Magermilchpulver in Phosphat gepufferter 
Saline (PBS) mit 0.1 % (v/v) Tween 20 (PBST) (Blockpuffer) geblockt.  
Die für den Western Blot verwendeten primären und sekundären Antikörper (AK) sind in der 
Tabelle 12 und 13 aufgelistet.  
 
 
Tabelle 12: verwendete primäre Antikörper für Western Blot 
           Quelle        Verdünnung         Hersteller 
Aktin        Kaninchen          1 : 4000           Sigma 
C3            Maus          1 : 1000          Santa Cruz 
PCNA            Maus          1 : 1000         Dako Cytoma 
 
 
Tabelle 13: verwendete sekundäre Antikörper für Western Blot 
             Quelle        Verdünnung          Hersteller 
Ziege anti Kaninchen             Ziege          1 : 30000           Dianova 
Ziege anti Maus             Ziege          1 : 10000           Dianova 
 
Über Nacht wurde die Membran mit dem primären AK anti-PCNA, verdünnt in Blockpuffer 
1:1000, inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit  PBST und die Membran wurde 
anschließend für eine Stunde mit dem entsprechenden sekundären AK konjugiert mit 
Horseradish Peroxidase (HRPO) inkubiert. Als sekundärer AK wurde Ziege anti-Maus HRPO 
(1:10000) gelöst in Blockpuffer benutzt. Danach erfolgten noch mal drei Waschschritte mit 
PBST. 
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4.5.7 Proteinnachweis durch Chemilumineszenz 
 
Die Detektion der Proteine erfolgte indirekt über die Reaktion der an dem sekundären AK 
gebundenen Meerrettichperoxidase, wobei eine Umsetzung von Substrat und Emission 
von Chemilumineszenz erfolgte. Dazu wurde das ECL Plus Detektionskit entsprechend der 
Bedienungsanleitung verwendet. In der Dunkelkammer wurde die Membran mit 1 ml des 
ECL
TM
-Reagenz (Lösung A und Lösung B im Verhältnis 40:1) bedeckt. Nach Entfernen des 






Zur Durchführung einer erneuten Detektion eines weiteren Antikörpers wurde die Membran 
gestrippt, wobei die Primär- und Sekundärantikörper von der Membran entfernt wurden.  
 
Strip-Lösung (pH 6,7): - 100 mM Merkaptoethanol 
    - 2 % SDS 
    - 62,5 mM Tris-HCl 
 
Die Membran wurde für 30 min in der Stripplösung bei 50°C im Hybridisierungsofen 
inkubiert und anschließend zweimal für 10 min mit PBST gewaschen. Danach erfolgte 
Blocken, Antikörperinkubation und Proteinnachweis wie in Kapitel 4.5.6 und 4.5.7 
beschrieben.   
 
 
4.5.9 Densitometrische Auswertung des Western Blots 
 
Die Filme wurden an dem GelDoc-It™ Imaging System eingescannt und densitometrisch 
ausgewertet (LabWorks). Die spezifischen Banden wurden identifiziert und die integrierte 
optische Dichte (IOD), repräsentativ für die Menge an PCNA, C3 und β-Aktin berechnet. Alle 
Western Blot-Untersuchungen wurden mindestens dreimal wiederholt und von den 
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Ergebnissen der einzelnen Behandlungsgruppen der Mittelwert und die Standardabweichung 
berechnet. Die quantifizierten Ergebnisse sind als Verhältnis der IOD von PCNA bzw. C3 zu 






Die Knochendichtemessung erfolgte in Zusammenarbeit mit Annekathrin Keiler. 
Die ex vivo-Messung der Knochendichte der in 100% EtOH aufbewahrten Tibia erfolgte mit 
Hilfe der quantitativen Computertomographie (qCT).  
Die Computertomographauflösung lag dabei bei einer Voxelgröße von 0,07 mm. Bevor die 
eigentlichen Messungen durchgeführt wurden, erfolgte mit einem Standard-Phantom eine 
Quality Assurance-Messung. Nach erstmaligem Scannen des Knochens wurde daraufhin die 
Referenzlinie am proximalen Ende der Tibia im ScoutView-Modus positioniert. Es wurden 
zwei Messebenen im Bereich der proximalen Metaphyse gesetzt, wobei durch Bildung des 
Mittelwertes dieser beiden Werte die Berechnung der trabekulären Knochendichte erfolgte. 
Im Bereich der Diaphyse erfolgte die Messung der kortikalen Knochendichte (Messebene 3). 
Die gemessenen trabekulären Knochendichten wurden mittels des Abschälmodus 20 
ausgewertet, wobei die Spongiosa als derjenige Flächenanteil definiert wurde, der die 
geringste Dichte besaß. Die kortikale Knochendichte wurde mit Hilfe des 
Schwellenwertverfahrens berechnet, wobei alle Bildpunkte, deren Dichte geringer als der 




4.7 Statistische Auswertung 
 
Die Ergebnisse der uterotrophen Assays, der qPCR-Experimente, der densitometrischen 
Analysen der Proteinbanden und der Knochendichte- und Knochenmassemessungen sind als 
Mittelwert + Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Ergebnisse  wurden mittels ANOVA 










Innerhalb dieser Arbeit sollte der Extrakt bezüglich seiner Wirksamkeit und Sicherheit  
hinsichtlich proliferativer Veränderungen im Uterus untersucht werden. In diesem 
Tierexperiment wurde die dosisabhängige Wirkung des s.c. applizierten ERr 731
®
 hinsichtlich 
morphologischer und molekularbiologischer Veränderungen im Uterus und Leber der ovx 
Ratte im Vergleich zu E2 untersucht. 
Es wurde der Einfluss der s.c. Behandlung auf das Körpergewicht, das Uterusfeuchtgewicht, 
die uterinen mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter Gene, die Proteinspiegel von C3 und 
PCNA und auf  das Lebergewicht untersucht. 
 
 
5.1.1 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Körpergewicht 
 
Um Aussagen über den Einfluss der Behandlung auf das Körpergewicht treffen zu können, 
wurde das mittlere Körpergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen am Ende des 
Tierexperimentes bestimmt. 
Die mit der Trägersubstanz behandelten ovx Kontrolltiere hatten ein mittleres Körpergewicht 
von   252 g. Die mittleren Körpergewichte der anderen Behandlungsgruppen unterschieden 
sich dabei nicht von dem der Kontrolltiere (Daten nicht gezeigt). 
 
 
5.1.2 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht 
 
Zur Beurteilung der uterotrophen Wirkung des s.c. verabreichten ERr 731
®
, wurde dessen 
Wirkung im Vergleich zu E2 auf das relative Uterusfeuchtgewicht der ovx Ratten untersucht. 


































ERr 731   [mg/kg KG/d]            
E   [µg/kg KG/d]                
- - 0,1 1 10 100





Abbildung 9: relative Uterusfeuchtgewichte der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 
(4 µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d). ** p < 0,01 kennzeichnet 
signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Die mit der Trägersubstanz behandelten ovx Kontrolltiere hatten ein relatives 
Uterusfeuchtgewicht von 426 mg/kg KG nach dreitägiger s.c. Behandlung. Durch die s.c. 
E2-Behandlung kam es zu einer signifikanten Zunahme des relativen Uterusfeuchtgewichtes 
auf 2455 mg/kg KG. Im Gegensatz dazu, zeigte keine der vier Dosen von ERr 731
®
 einen 
uterotrophen Effekt nach dreitägiger s.c. Behandlung. 
 
 
5.1.3 Einfluss der s.c. Behandlung auf die mRNA-Expressionsspiegel 
ausgewählter Gene im Uterus  
 
Neben der Untersuchung des Einflusses der s.c. Behandlung auf den morphologischen 
Parameter des Uterusfeuchtgewichtes wurde zusätzlich noch dessen Einfluss auf den 
molekularbiologischen Parameter der mRNA-Expression ermittelt. Dazu wurden die 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker, zweier Proliferations-assoziierter Gene, 
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Proliferationsmarker und Proliferations-assoziierte Gene 
 
Um das Ergebnis des uterotrophen Assays auf mRNA-Ebene zu bestätigen, wurden die 
Effekte des s.c. verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanzen auf die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker und der Proliferations-assoziierten Gene 
ermittelt. 
In Abbildung 10 und 11 sind die relativen Spiegel der mRNA-Expression der 




Abbildung 10: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA 
der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4 µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier 
verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d). * p < 0,05,  ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Wie erwartet  resultierte die Behandlung mit E2 in einer starken Zunahme der uterinen Ki67-  
und PCNA-mRNA-Expressionsspiegel. Im Gegensatz dazu bewirkte die Behandlung mit 
allen Dosen von ERr 731
® 
eine Herunterregulation des PCNA-mRNA-Expressionsspiegels 
unter das der Kontrollgruppe. Der Ki67-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch zwei der 
pharmakologischen ERr 731
®
-Dosen (1 und 100 mg/kg KG/ d) statistisch signifikant, jedoch 
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Abbildung 11: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 
und IGF-1R der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4 µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier 
verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d). * p < 0,05,  ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Zusätzlich zu den Proliferationsmarkern wurden noch die uterinen mRNA-Expressionsspiegel 
von IGF-1 und IGF-1R untersucht, da diese potentiell in der Vermittlung uteriner 
Wachstumsantwort involviert sind.   
Die s.c. Behandlung mit E2 resultierte wie bei den Proliferationsmarkern in einer starken 
Hochregulation des IGF-1-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur ovx Kontrolle, 
wohingegen ERr 731
® 
keine signifikante Änderungen  verursachte. 
Der IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch die E2-Behandlung sehr stark 
herunterreguliert. In den Behandlungsgruppen  mit den zwei niedrigen ERr 731
®
-Dosen  
(0,1 und 1 mg/kg KG/d) blieb der uterine IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel nahezu 
konstant auf dem mRNA-Expressionsspiegel der ovx Kontrolle, wobei die höheren 






Da ERα und ERβ Schlüsselkomponenten bei der Vermittlung östrogener Effekte im Uterus 
sind, wurden die Effekte des s.c. verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanzen auf die 
uterinen mRNA-Expressionsspiegel der beiden ERs untersucht. 
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Abbildung 12: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von ERα und ERβ der ovx Ratten nach 
dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4 µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen 
(0,1-100 mg/kg KG/d). * p < 0,05,  ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Die Behandlung mit E2 führte bei beiden ERs zu einer signifikanten Herunterregulation der 
uterinen mRNA-Expressionsspiegel, wohingegen ERr 731
®
 in der therapeutischen Dosis von 
0,1 mg/kg KG/d eine tendenzielle Zunahme des uterinen ERα- und ERβ-mRNA-Expressions-
spiegels bewirkte. In den höheren Dosen hatte der Extrakt keinen Effekt und nur in der 
höchsten pharmakologischen Dosis vermittelte er eine Verringerung des ERα- und eine 
tendenzielle Abnahme des uterinen ERβ-mRNA-Expressionsspiegels. 
 
Tabelle 14: Verhältnis der relativen ERα- und ERβ-mRNA-Expressionsspiegel, wobei die unbehandelte 
ovx Kontrolle auf 1 gesetzt wurde. 
Behandlung           ERβ          ERα  Verhältnis ERβ/ERα 
Kontrolle            1           1                 1 
E2      0,4 ± 0,21    0,34 ± 0,033                1,17 
ERr 731
®
 0.1    1,65 ± 0,68    2,75 ± 1,54                0,6 
ERr 731
®
 1    1,47 ± 0,76    1,16 ± 0,69                1,26 
ERr 731
®
 10    0,82 ± 0,54    0,57 ± 0,014                1,43 
ERr 731
®
 100    0,64 ± 0,22    0,35 ± 0,24                1,82 
 
In den mit E2 behandelten ovx Tieren war ein relatives 
ERβ/ERα-mRNA-Expressionsspiegel-Verhältnis von 1,17 vorhanden (Tabelle 14). Die 
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ERβ/ERα-mRNA-Expressionsspiegel-Verhältnis von 1,26 und mit zunehmender 
ERr 731
®





Um die östrogene Wirksamkeit des s.c. verabreichten ERr 731
®
 zu bewerten, wurden dessen 
Effekte auf die mRNA-Expressionsspiegel  Östrogen-responsiver Gene bestimmt. 
Die relativen mRNA-Expressionspiegel von C3, Clu und CaBP9k nach s.c. Behandlung mit 
dem Extrakt bzw. der Kontrollsubstanzen sind in der Abbildung 13 und die von VEGF und 
VEGFR-2 in Abbildung 14 dargestellt. 
 
 
Abbildung 13: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene C3, Clu 
und CaBP9k der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier 
verschiedenen Dosen (0,1-100mg/kg KG/d). * p < 0,05,  ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
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Die E2-Behandlung induzierte eine signifikante Erhöhung des uterinen 
C3-mRNA-Expressionspiegels, wohingegen die Behandlung mit ERr 731
® 
zu einer 
deutlichen  Abnahme des  C3-mRNA-Expressionspiegels unter das der ovx Kontrolle führte. 
Der uterine Clu-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch die E2-Behandlung signifikant 
herunterreguliert, wohingegen der Extrakt in der therapeutischen und in zwei der 
pharmakologischen Dosen keinen Effekt hatte (Abbildung 13). Nur in der pharmakologischen 
Dosis von      10 mg/kg KG/d ERr 731
® 
war eine Hochregulation zu beobachten. 
Die E2-Behandlung führte zu einer signifikanten Hochregulation des uterinen 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels, wohingegen der Extrakt in keiner der verwendeten 




Abbildung 14: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene VEGF 
und VEGFR-2 der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in 
vier verschiedenen Dosen (0,1-100mg/kg KG/d). ** p < 0,01 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur 
unbehandelten ovx  Kontrollgruppe.  
 
Sowohl der uterine VEGF- als auch der uterine VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel wurden 
durch die E2-Behandlung signifikant verringert, wohingegen der Extrakt keine Änderung des 
mRNA-Expressionsspiegels dieser Gene bewirkte. 
 
 
AhR und AhR-regulierte Gene 
 
Innerhalb dieser Arbeit  sollte untersucht werden, ob der AhR und die AhR-regulierten Gene 
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Substanzen geeignet sind. Falls dies zutrifft, sollten diese Gene zusätzlich zu den bereits 
bekannten Markergenen zur Beurteilung der östrogenen Potenz des Extraktes herangezogen 
werden.  
In Abbildung 15 sind die relativen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und den 
AhR-regulierten Genen Cyp1A1 und Gst-Ya abgebildet. 
 
 
Abbildung 15: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von AhR und der AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 (4µg/kg KG/d) und ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100mg/kg KG/d). * p < 0,05,  ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Die uterinen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und Cyp1A1 wurden durch die Behandlung 
mit E2 sehr stark herrunterreguliert, wohingegen der Extrakt in der therapeutischen Dosis von 
0,1 mg/kg KG eine tendenzielle Erhöhung, in den Dosen von 1 und 10 mg/kg KG keine 
Veränderung und in der höchsten pharmakologischen Dosis von 100 mg/kg KG eine 
tendenzielle Verringerung des uterinen AhR-mRNA-Expressionsspiegels im Vergleich zur 
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Bei Cyp1A1 war ein ähnliches mRNA-Expressionsmuster zu erkennen, wobei ERr 731
®
 in 
der Dosis von 0,1 mg/kg KG eine Erhöhung, in der Dosis von 1 mg/kg KG keine Änderung 
und in den pharmakologischen Dosen von 10 und 100 mg/kg KG eine deutliche 
Herunterregulation des uterinen mRNA-Expressionsspiegels bewirkte. 
Die E2-Behandlung führte zu einer Erhöhung des uterinen Gst-Ya-mRNA-Expressions-
spiegels, wohingegen der Extrakt in den Dosen 0,1-10 mg/kg KG eine Reduzierung und in der 




5.1.4 Einfluss der s.c. Behandlung auf die Proteinspiegel von C3 und PCNA  
 
Auf mRNA-Expressionsebene zeigte die s.c. ERr 731
®
-Behandlung eine Herunterregulation 
des Östrogen-responsiven Genes C3 (Abbildung 13, S. 74) und des Proliferationsmarkers 
PCNA (Abbildung 10, S. 71), wobei das Uterusfeuchtgewicht unverändert blieb (Abbildung 
9, S. 70). Es sollte nun auf Proteinebene untersucht werden, welchen Einfluss der Extrakt auf 
die Proteinspiegel von C3 und PCNA hat. 
Zur Überprüfung der Proteinqualität wurde eine Silberfärbung der aufgetrennten Proteine 
durchgeführt, anhand derer zu erkennen war, dass die Proteinproben der einzelnen 
Behandlungsgruppen gut aufgetrennt und die Proteine eine gute Qualität aufwiesen (Daten 
nicht gezeigt). 
Die SDS-Gelelektrophorese erfolgte für C3 unter nicht-reduzierenden und für PCNA unter 
reduzierenden Bedingungen, wobei nach dem Proteinnachweis durch Chemilumineszenz auf 
dem HyperFilm für C3 eine 180 kDa, für PCNA eine 36 kDa und für Aktin eine 42 kDa große 
Proteinbande zu erkennen war. 
Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung und ein repräsentativer Western Blot für 





   
Abbildung 16: ein repräsentativer Western Blot und densitometrische Auswertung aller Western Blots für 
C3 und PCNA. * p < 0,05 und  ** p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe.  
 
Die E2-Behandlung bewirkte entgegen der Erwartung keine Änderung des uterinen 
C3-Proteinspiegels im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle. Der Extrakt bewirkte nur 
in der Dosis von 10 mg/kg KG/d eine Reduzierung des uterinen C3-Proteinspiegels und in 
den anderen Dosen hatte dieser keinen Effekt auf den Proteinspiegel im Vergleich zur 
unbehandelten ovx Kontrolle. 
Die Regulation des uterinen PCNA-mRNA-Expressionsspiegels durch Östrogene folgt 
gewöhnlich einem schnellen, temporären Muster mit einem Maximum der Induktion 24 h 
nach Behandlung und einem nachfolgenden Abfall des mRNA-Expressionsspiegels [262]. 
Aus diesem Grund war es erforderlich neben den PCNA-mRNA-Expressionsdaten zusätzlich 
den PCNA-Proteinspiegel zum selben Zeitpunkt (72 h) zu erheben.  
Die E2-Behandlung induzierte einen signifikanten Anstieg des uterinen 
PCNA-Proteinspiegels. Im Gegensatz dazu bewirkte die Behandlung mit den 
unterschiedlichen ERr 731
®
-Dosen eine Abnahme des uterinen PCNA-Proteinspiegels 
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5.1.5 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Lebergewicht 
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften des s.c. verabreichten Extraktes 
bzw. der Kontrollsubstanzen wurde das Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen 
erhoben, da toxische Effekte mit morphologischen Veränderungen wie z.B. Erhöhung des 
Lebergewichtes verbunden sind. 
Die mit der Trägersubstanz behandelten ovx Kontrolltiere hatten ein relatives 
Leberfeuchtgewicht von 44 g/kg KG. Die relativen Leberfeuchtgewichte der 











Der uterotrophe Assay hat einen Nachteil hinsichtlich der Übertragbarkeit der Daten in Bezug 
auf die humane postmenopausale Situation. Dies liegt daran, dass während die ovx Tiere 
nahezu keine Östrogene nach dem hormonellen Abfall von 10-14 d haben, bei den Frauen in 
der menopausalen Übergangsphase und Postmenopause, trotz der Abnahme der ovariellen 
Östrogenproduktion, messbare Östrogenspiegel in ihrem Blutkreislauf infolge extraovariellen 
Östrogenproduktion, z. B. aus dem Fettgewebe, vorhanden sind [165].  
Aus diesem Grund wurden in diesem Tierexperiment (V2) die im V1 verwendeten 
ERr 731
®
-Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) zusammen mit einer niedrigen E2-Dosis 
(0,5 µg/kg KG/d), wodurch der niedrige E2-Spiegel in menopausalen Frauen imitiert werden 
soll, verabreicht. Gleichzeitig konnte somit auch eine mögliche antiöstrogene Wirkung des 
Extraktes untersucht werden.  
Es wurde der Einfluss der s.c. Behandlungen auf das Körpergewicht, das 
Uterusfeuchtgewicht, die uterinen mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter Gene, die 
Proteinspiegel von C3 und PCNA und auf  das Lebergewicht untersucht. 
 
 
5.2.1 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Körpergewicht 
 
Um Aussagen über den Einfluss der Behandlung auf das Körpergewicht treffen zu können, 
wurde das mittlere Körpergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen am Ende des 
Tierexperimentes bestimmt. 
Die mit der Trägersubstanz behandelten ovx Kontrolltiere hatten ein mittleres Körpergewicht 
von 228 g. Es zeigten sich keine Unterschiede im mittleren Körpergewicht der 
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5.2.2 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht  
 
In diesem Experiment wurden die Effekte von E2, ERr 731
®
 und die kombinierte Behandlung 
E2+ERr 731
®
 nach s.c. Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht der ovx Ratten untersucht, 
unter anderem auch, um Aussagen bezüglich der möglichen antiöstrogenen Wirkung des 
Extraktes treffen zu können. Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen 
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Abbildung 17: relative Uterusfeuchtgewichte der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in 
zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und 
ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 und 100 mg/kg KG/d. * p < 0,05 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. + p < 0,05 und ++ < 0,01 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d). 
 
Das durchschnittliche relative Uterusfeuchtgewicht der mit der Trägersubstanz behandelten 
ovx Kontrolltiere betrug 382 mg/kg KG. Wie erwartet resultierten beide E2-Behandlungen in 
einer dosisabhängigen, signifikanten Zunahme des relativen Uterusfeuchtgewichtes. Das 
relative Uterusfeuchtgewicht der mit E2 in niedriger Dosis (0,5 µg/kg KG/d) behandelten 
Tiere betrug 808 mg/kg KG und das der mit E2 in der Dosis von 4 µg/kg KG/d behandelten 
Tiere betrug 2382 mg/kg KG. Die Zunahme des relativen Uterusfeuchtgewichtes nach 
E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d) konnte durch die gleichzeitige Behandlung mit allen 
getesteten Dosen von ERr 731
®
 teilweise inhibiert werden. Dabei waren die Unterschiede der 
relativen Uterusgewichte nach der kombinierter Behandlung mit E2 und ERr 731
® 
in den 
Dosen von 1 mg/kg KG/d und 100 mg/kg KG/d im Vergleich zum Uterusgewicht nach 
alleiniger E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d)  signifikant (p < 0,05,  p < 0,01). 
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Der Extrakt einzig gegeben bewirkte keine Veränderung des relativen Uterusfeuchtgewichtes 
im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe. 
 
 
5.2.3 Einfluss der s.c. Behandlung auf die mRNA-Expressionsspiegel 
ausgewählter Gene im Uterus  
 
Neben der Untersuchung des Einflusses der s.c. Behandlung auf den morphologischen 
Parameter des Uterusfeuchtgewichtes wurde zusätzlich noch der Einfluss der s.c 
Behandlungen auf mRNA-Ebene ermittelt. Dazu wurden die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker, zweier Proliferations-assoziierter Gene, 




Proliferationsmarker und Proliferations-assoziierte Gene 
 
Um das Ergebnis des uterotrophen Assays auf mRNA-Ebene zu bestätigen, wurden die 
Effekte der s.c. Behandlungen auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel der 
Proliferationsmarker und der Proliferations-assoziierten Gene nach dreitägiger s.c. 
Behandlung ermittelt.  
In Abbildung 18 und 19 sind die relativen Spiegel der mRNA-Expression der 
Proliferationsmarker Ki67 und PCNA  und der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 und 
IGF-1R abgebildet. 
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Abbildung 18: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA 
der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg KG/d), E2+ERr 
731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 und 100 mg/kg 
KG/d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  + p < 0,05 und +++ < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zur E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d).  
 
Die Behandlung mit beiden E2-Dosen führte zu einem signifikanten Anstieg des uterinen 
Ki67-mRNA-Expressionsspiegels. Nach kombinierter Behandlung mit E2 (0,5 µg/kg KG/d) 
zusammen mit den unterschiedlichen Dosen von ERr 731
®
 war auch eine Zunahme des 
uterinen  Ki67-mRNA-Expressionsspiegels zu erkennen, wobei jedoch mit zunehmender 
Dosis von ERr 731
®
 die E2-induzierte Zunahme des uterinen 
Ki67-mRNA-Expressionsspiegels in einer dosisabhängigen Art teilweise inhibiert wurde. 
Dabei unterschieden sich die uterinen Ki67-mRNA-Expressionsspiegel der kombinierten 
Behandlung mit E2 und ERr 731
® 




der alleinigen E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d)  (p < 0,05).  
Wie bei Ki67 induzierten die zwei E2-Behandlungen eine dosisabhängige, signifikante 
Zunahme des uterinen PCNA-mRNA-Expressionsspiegels. Die kombinierten Behandlungen 
mit E2 und allen ERr 731
®
-Dosen bewirkten wie die alleinige E2-Behandlung 
(0,5 µg/kg KG/d) eine Erhöhung des uterinen PCNA-mRNA-Expressionsspiegels.  
Der Extrakt alleine bewirkte keine Veränderung des uterinen mRNA-Expressionsspiegels von 
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Abbildung 19: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 
und IGF-1R der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg 
KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 
und 100 mg/kg KG/d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. + p < 0,05  kennzeichnet signifikanten Unterschied zur 
E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d).  
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Wie es schon für die Proliferationsmarker gezeigt wurde, führten auch bei IGF-1 die 
E2-Behandlungen zu einer dosisabhängigen Erhöhung des uterinen 
mRNA-Expressionsspiegels. Durch die kombinierte Behandlung wurde ein 
mRNA-Expressionsspiegel annähernd des Expressionsspiegels der alleinigen E2-Behandlung 
(0,5 µg/kg KG/d) induziert, wohingegen der Extrakt alleine appliziert eine tendenzielle 
Verringerung des uterinen IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels bewirkte. 
Der uterine IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel wurde dosisabhängig durch E2 signifikant 
herrunterreguliert (Abbildung 19). Die kombinierten Behandlungen führten ebenfalls zu einer 
Verringerung des uterinen IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegels, wobei durch die kombinierte 
Behandlung mit E2 und den ersten drei Dosen von ERr 731
® 
der uterine IGF-1R-mRNA-
Expressionsspiegel sogar unter den durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) induzierten Expressionsspiegel 
gesenkt wurden. Die durch die kombinierte Behandlung mit E2 und ERr 731
® 
in den Dosen 
von 0,1 bis 10 mg/kg KG/d induzierten IGF-1R mRNA-Expressionsspiegel unterschieden 
sich dabei signifikant von den durch die alleinige  E2-Behandlung  (0,5 µg/kg KG/d) herbei-
geführten  uterinen mRNA-Expressionsspiegel (p < 0.05). 
Der Extrakt alleine appliziert bewirkte in der niedrigen Dosis eine Herunterregulation des 
uterinen IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegels und in der hohen Dosis zeigte es keinen Effekt 





Da ERα und ERβ Schlüsselkomponenten bei der Vermittlung östrogener Effekte im Uterus 
sind, wurden die Effekte der s.c. Behandlung auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel der 
beiden ERs untersucht. 
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Abbildung 20: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von ERα und ERβ der ovx Ratten nach 
dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier 
verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 und 100 mg/kg KG/d.  * p < 
0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe. + p < 0,05,  ++ p < 0,01 und +++ p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur 
E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d).  
 
Sowohl der uterine ERα- als auch der uterine ERβ-mRNA-Expressionsspiegel wurden durch 
die Behandlung mit E2 in den beiden untersuchten Dosen dosisabhängig herunterreguliert.  
Die durch E2 (0,5 µg/kg KG) induzierte Veränderung des mRNA-Expressionsspiegel wurde 
durch die gleichzeitige Behandlung mit ERr 731
® 
nicht signifikant verändert. Der Extrakt 
alleinig appliziert zeigte keinen Effekt auf den uterinen ERα-mRNA-Expressionsspiegel. 
Im Gegensatz dazu wurde der ERβ-mRNA-Expressionsspiegel durch die gleichzeitige 
Behandlung mit E2 und ERr 731
®
 signifikant unter den durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) induzierten 
mRNA-Expressionsspiegel herrunterreguliert. Die uterinen ERβ-mRNA-Expressionsspiegel  
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der  kombinierten Behandlungen mit ERr 731
®
 in den Dosen von 0,1, 1 und 10 mg/kg KG/d 
unterschieden sich dabei signifikant von der alleinigen E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG) 






Um die Wirkung des Extraktes bei gleichzeitiger niedriger E2-Dosis zu bewerten, wurden die 
Effekte der kombinierten Behandlungen auf die mRNA-Expressionsspiegel 
Östrogen-responsiver Gene bestimmt. 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von C3, Clu und CaBP9k sind in Abbildung 21 und 
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Abbildung 21: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene C3, Clu 
und CaBP9k der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg 
KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 
und 100 mg/kg KG/d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. + p < 0,05 und ++ p < 0,01 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d).  
 
Den Erwartungen entsprechend führten die E2-Behandlungen zu einem sehr starken Anstieg 
des uterinen C3-mRNA-Expressionsspiegels. Durch die kombinierten Behandlungen mit E2 
und ERr 731
®  
in den Dosen 0,1, 1 und 10 mg/kg KG/d wurde der durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) 
induzierte Anstieg des uterinen C3-mRNA-Expressionsspiegels fast vollständig inhibiert. Der 
Extrakt allein appliziert bewirkte keine Veränderung des uterinen 
C3-mRNA-Expressionsspiegels im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle. 
Der uterine Clu-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch die zwei E2-Dosen dosisabhängig 
herunterreguliert und die kombinierte Behandlung bewirkte ebenfalls eine Reduzierung des 
uterinen mRNA-Expressionsspiegels auf das gleiche mRNA-Expressionsspiegel der alleinige 
E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d) (Abbildung 21). Im Gegensatz dazu zeigte der Extrakt allein 
appliziert keinen Effekt auf den Clu-mRNA-Expressionsspiegel.  
Durch die E2-Behandlungen und die Behandlungen mit E2 in Kombination mit dem Extrakt, 
wurde der uterine CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur unbehandelten ovx 
Kontrolle signifikant erhöht. Die E2-Behandlungen zeigten dabei einen dosisabhängigen 
Effekt. Der Extrakt alleine bewirkte im Gegensatz dazu in der niedrigen Dosis eine 
tendenzielle und in der hohen Dosis eine signifikante Reduzierung des 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels. 
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Abbildung 22: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene VEGF 
und VEGFR-2 der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 4 µg/kg 
KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den Dosen 0,1 
und 100 mg/kg KG/d. * p < 0,05 und ** p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten ovx Kontrollgruppe. + p < 0,05 und ++ p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede 
zur E2-Behandlung  (0,5 µg/kg KG/d). 
 
Der uterine VEGF-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch die E2-Behandlungen 
dosisabhängig reduziert. Die kombinierten Behandlungen zeigten keinen Effekt bzw. in der 
höchsten Dosis von ERr 731
®
 eine tendenzielle Hochregulation des uterinen 
mRNA-Expressionsspiegels in Bezug zur unbehandelten ovx Kontrolle. Die durch die 
kombinierten Behandlungen induzierten mRNA-Expressionsspiegel unterschieden sich dabei 
signifikant von dem durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) induzierten mRNA-Expressionsspiegel. Der 
Extrakt alleine appliziert übte keinen Einfluss auf den VEGF-mRNA-Expressionsspiegel aus. 
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Wie bei VEGF führte die Behandlung mit E2 zu einer Verringerung des uterinen 
VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegels, wobei keine eindeutige Dosisabhängigkeit zu 
erkennen war (Abbildung 22). Die kombinierten Behandlungen mit  ERr 731
® 
in den ersten 
zwei Dosen bewirkten eine tendenzielle Herunterregulation des uterinen VEGFR-2-mRNA-
Expressionsspiegels im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle. Im Gegensatz dazu 
wurde durch die kombinierten Behandlungen mit dem Extrakt in den höheren Dosen keine 
Änderung hervorgerufen. Durch die kombinierten Behandlungen mit ERr 731
®
 in den Dosen 
von 1 und 100 mg/kg KG/d hervorgerufenen Expressionsspiegel unterschieden sich 
signifikant von dem durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) induzierten Expressionsspiegel. Die 




AhR und AhR-regulierte Gene 
 
Innerhalb dieser Arbeit  sollte untersucht werden, ob der AhR und die AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya als potentielle Markergene für die Untersuchung Östrogen-wirkender 
Substanzen geeignet sind. Falls dies zutrifft, sollten diese Gene zusätzlich zu den bereits 
bekannten Markergenen zur Beurteilung der östrogenen Potenz des Extraktes herangezogen 
werden.  
In Abbildung 23 sind die relativen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und den 
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Abbildung 23: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von AhR und der AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya der ovx Ratten nach dreitägiger s.c. Behandlung mit E2 in zwei Dosen (0,5 und 
4 µg/kg KG/d), E2+ERr 731
® 
in vier verschiedenen Dosen (0,1-100 mg/kg KG/d) und ERr 731
®
 in den 
Dosen 0,1 und 100 mg/kg KG/d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. + p < 0,05 und  ++ p < 0,01 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d). 
 
Die E2-Behandlungen führten zu einer dosisabhängigen Reduktion des uterinen 
AhR-mRNA-Expressionsspiegels. Die kombinierten Behandlungen führten wie die alleinige 
E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG) zu einer Herunterregulation des mRNA-Expressionsspiegels, 
wobei sich dieser signifikant vom E2-induzierten Expressionsspiegel unterschied. Der Extrakt 
alleine verabreicht bewirkte im Vergleich zur ovx Kontrolle keine Änderung des uterinen 
AhR-mRNA-Expressionsspiegels. 
Wie schon bei AhR bewirkt auch bei Cyp1A1 E2 eine dosisabhängige Herunterregulation des 
uterinen mRNA-Expressionsspiegels (Abbildung 23). Die kombinierten Behandlungen 
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führten wiederum zu einem deutlich reduzierten uterinen Cyp1A1-mRNA-
Expressionsspiegel, wobei sich dieser  nicht von dem durch E2 (0,5 µg/kg KG/d) induzierten 
Expressionsspiegel unterschied. Der Extrakt alleine bewirkte wie bei AhR keine Veränderung 
des Cyp1A1-mRNA-Expressionsspiegels. 
Die E2-Behandlungen führten bei Gst-Ya zu einer dosisabhängigen Erhöhung des uterinen 
mRNA-Expressionsspiegels. Die kombinierten Behandlungen mit E2 und dem Extrakt führten 
je nach ERr 731
®
-Dosis zu unterschiedlichen Effekten, die von Herunterregulation bis hin zu 
einer Hochregulation des uterinen Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel reichten. 
Die durch die kombinierte Behandlung mit dem Extrakt in den Dosen von 1-100 mg/kg KG 
hervorgerufenen uterinen GST-Ya-mRNA-Expressionsspiegel unterschieden sich signifikant 
von dem durch E2 (0,5 µg/kg KG) induzierten. Der Extrakt alleine hatte wiederum keinen 
Effekt auf den uterinen Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel. 
 
 
5.2.4 Einfluss der s.c. Behandlung auf die Proteinspiegel von C3 und PCNA  
 
Auf mRNA-Expressionsebene zeigte die kombinierte Behandlung eine Herunterregulation 
des Östrogen-responsiven Genes C3 (Abbildung 21, S. 88) und eine Erhöhung des 
Proliferationsmarkers PCNA (Abbildung 18, S. 83), wobei das Uterusfeuchtgewicht 
unverändert blieb (Abbildung 17, S. 81). Es sollte nun auf Proteinebene untersucht werden, 
welchen Einfluss die kombinierte Behandlung auf die uterinen Proteinspiegel von C3 und 
PCNA hat. 
Zur Überprüfung der Proteinqualität wurde eine Silberfärbung der aufgetrennten Proteine 
durchgeführt. Anhand der Silberfärbung des Geles war zu erkennen, dass die Proteinproben 
der einzelnen Behandlungsgruppen gut aufgetrennt waren und die Proteine eine gute Qualität 
aufwiesen (Daten nicht gezeigt). 
Die SDS-Gelelektrophorese erfolgte für C3 unter nicht-reduzierenden und für PCNA unter 
reduzierenden Bedingungen, wobei nach dem Proteinnachweis durch Chemilumineszenz auf 
dem HyperFilm für C3 eine 180 kDa, für PCNA eine 36 kDa und für Aktin eine 42 kDa große 
Bande zu erkennen war. 
Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung und ein repräsentativer Western Blot für 
C3 und PCNA sind in Abbildung 24 dargestellt. 
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Abbildung 24: ein repräsentativer Western Blot und densitometrische Auswertung aller Western Blots für 
C3 und PCNA. * p < 0,05 und ** p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe. + p < 0,05 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur E2-Behandlung (0,5 µg/kg KG/d). 
 
Bis auf die Behandlung mit E2 in der Dosis von 4 µg/kg KG/d bewirkte keine der 
Behandlungen eine Änderung des uterinen C3-Proteinspiegels im Vergleich zur ovx 
Kontrolle. Die Behandlung mit E2 in der Dosis von 4 µg/kg KG/d bewirkte eine tendenzielle 
Verringerung des uterinen C3-Proteinspiegels, wobei durch die große Standardabweichung 
des C3-Proteinspiegels der ovx Kontrolle keine eindeutige Aussage getroffen werden kann. 
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Die Behandlung mit E2 in der Dosis von 0,5 µg/kg KG/d bewirkte eine signifikante und  in 
der Dosis von 4 µg/kg KG/d eine tendenzielle Erhöhung des uterinen PCNA-Proteinspiegels 
im Vergleich zur ovx Kontrollgruppe. Die kombinierten Behandlungen mit E2 und ERr 731
®
 
in den unterschiedlichen Dosen bewirkten eine teilweise und tendenziell dosisabhängige
 
Aufhebung der E2-induzierten Zunahme des uterinen PCNA-Proteinspiegels. Diese Tendenz 
wurde in der Dosis von 100 mg/kg KG/d signifikant (p<0.05).  
Der Extrakt alleine bewirkte eine signifikante Reduzierung des PCNA-Proteinspiegels. 
 
 
5.2.5 Einfluss der s.c. Behandlung auf das Lebergewicht 
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften der s.c. Behandlung wurde das 
Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen erhoben, da toxische Effekte mit 
morphologischen Veränderungen, wie z.B., Erhöhung des Lebergewichtes, verbunden sind. 
Die mit der Trägersubstanz behandelten ovx Kontrolltiere hatten ein relatives 
Leberfeuchtgewicht von 46 g/kg KG. Die relativen Leberfeuchtgewichte der 
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5.3 Untersuchung der Wirkung des oral applizierten ERr 731
® 
 
Da die Verabreichung des Präparates beim Menschen oral erfolgt, wurde im Gegensatz zu den 
ersten zwei Experimenten (V1 und V2), bei denen die Behandlung mit ERr 731
®
 s.c. erfolgte, 
in diesem Experiment die Effekte der oralen Verabreichung des Extraktes in ovx Ratten 
untersucht. Die drei Fütterungsversuche (V3-1, V3-2, V3-3) erfolgten über unterschiedliche 
Versuchszeiträume (3 d, 30 d und 90 d)  
Es wurde der Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht, das 
Uterusfeuchtgewicht, die uterinen mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter Gene und auf das 
Lebergewicht untersucht. Im Fütterungsversuch V3-3 wurde zusätzlich noch der Einfluss der 
oralen Behandlungen auf die Knochendichte und -masse der ovx Ratten bestimmt.   
 
 
5.3.1 Fütterungsversuch für drei Tage (V3-1) 
 
In diesem Tierexperiment wurde die Wirkung des ERr 731
®
 im Vergleich zu E2-benzoat und 
Genistein auf die untersuchten Zielorgane bei einer oralen Verabreichung kurzer Dauer 
untersucht. Dazu wurde der Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht, das 




5.3.1.1 Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht 
 
Um Aussagen über den Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht treffen zu 
können, wurde das mittlere Körpergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen am Ende des 
Tierexperimentes bestimmt. 
Die unbehandelten ovx Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein mittleres  
Körpergewicht von 276 g. Die Körpergewichte der ovx Ratten aus den beiden 
ERr 731
®
-Gruppen und der Genistein-Gruppe unterschieden sich nicht signifikant von dem 
der unbehandelten ovx Kontrollgruppe. Die Tiere, die mit der niedrigen E2-benzoat-Dosis  
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(1,625 mg/kg Futter) behandelt wurden, zeigten ein leicht erhöhtes (296 g) und die Tiere, die 
mit E2-benzoat in der hohen Dosis (10 mg/kg Futter) behandelt wurden, ein signifikant 




5.3.1.2 Bestimmung der oral aufgenommenen Mengen an Extrakt bzw.  
Kontrollsubstanz 
 
Für die Bestimmung der oral aufgenommen Mengen an Extrakt bzw. Kontrollsubstanzen 
wurde die mittlere Futteraufnahme der einzelnen Behandlungsgruppen ermittelt. 
Die ovx Ratten der Kontrollgruppe nahmen im Durchschnitt 16 g Futter/Tier/d auf. Die 
Gruppe mit der hohen E2-benzoat-Dosis (10 mg/kg Futter) nahm im Gegensatz dazu nur 7,5 g 
Futter/Tier/d auf. Die aufgenommenen Futtermengen der anderen Behandlungsgruppen 
unterschieden sich nicht signifikant von der der unbehandelten ovx Kontrolltiere. 
Auf der Basis des aufgenommenen Futters wurde nach Beendigung des Experimentes die 
tägliche Dosis, die die Tiere aufgenommen hatten, berechnet. Die dabei ermittelte tägliche 
Dosis betrug für E2-benzoat 0,086 bzw. 0,41 mg/kg KG/d, für den Extrakt 0,06 bzw.            
60 mg/kg KG /d und für Genistein 38,7 mg/kg KG/d. 
 
 
5.3.1.3 Einfluss der oralen Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht 
 
Um Aussagen bezüglich der uterotrophen Wirkung des oral verabreichten Extraktes treffen zu 
können, wurde die Wirkung des Extraktes im Vergleich zu E2-benzoat und Genistein auf das 
relative Uterusfeuchtgewicht der ovx Ratten untersucht. 
Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen Uterusfeuchtgewichte sind in Abbildung 25 
dargestellt. 
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Abbildung 25: relative Uterusfeuchtgewichte der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit 
E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 
g/kg Futter). ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe.  
 
Die Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein mittleres relatives 
Uterusfeuchtgewicht von 375 mg/kg KG. Durch die orale Gabe von E2-benzoat in den zwei 
Dosen von 1,625 mg/kg Futter und 10 mg/kg Futter wurde eine dosisabhängige Zunahme des 
relativen Uterusfeuchtgewichtes auf 519 mg/kg KG und 688 mg/kg KG induziert. 
Im Gegensatz dazu bewirkte die orale Gabe des Extraktes in den beiden Dosen von 1 mg/kg 
Futter und 1 g/kg Futter keine Änderung des relativen Uterusfeuchtgewichtes im Vergleich 
zur ovx Kontrollgruppe. Genistein führte in der Dosis von 0,7 g/kg Futter zu einer Zunahme 
des relativen Uterusfeuchtgewichtes auf 442 mg/kg KG. 
 
 
5.3.1.4 Einfluss der oralen Behandlung auf die mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter 
Gene im Uterus 
 
Neben der Untersuchung des Einflusses der oralen Behandlung auf den morphologischen 
Parameter des Uterusfeuchtgewichtes wurde zusätzlich noch dessen Einfluss auf den 
molekularbiologischen Parameter der mRNA-Expression ermittelt. Dabei wurden die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker, zweier Proliferations-assoziierter Gene, 





Proliferationsmarker und Proliferations-assoziierte Gene 
 
Um das Ergebnis des uterotrophen Assays auf mRNA-Ebene zu bestätigen, wurden die 
Effekte des oral verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanzen auf die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker und der Proliferations-assoziierten Gene 
ermittelt. 
In Abbildung 26 und 27 sind die relativen Spiegel der uterinen mRNA-Expression der 





Abbildung 26: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA 
der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg Futter),  zwei 
Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). ** p < 0,01 kennzeichnet 
signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
E2-benzoat in niedriger Dosis (1,625 mg/kg Futter) bewirkte keine Veränderung, jedoch in der 
hohen Dosis (10 mg /kg Futter) zu einer signifikanten Erhöhung des uterinen Ki67- und 
PCNA-mRNA-Expressionsspiegels. Im Gegensatz dazu bewirkte ERr 731
®
 in den beiden 
untersuchten Dosen weder beim Ki67- noch beim PCNA-mRNA-Expressionsspiegel eine 
Veränderung. Genistein zeigte keinen Effekt auf den Ki67-mRNA-Expressionsspiegel, 
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Abbildung 27: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 
und IGF-1R der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg 
Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05, ** p < 
0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Wie schon bei Ki67 zu beobachten war, führten die beiden E2-benzoat-Dosen zu einer 
dosisabhängigen Erhöhung des uterinen IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels. Im Gegensatz 
dazu wurde der uterine IGF-1-mRNA-Expressionsspiegel durch ERr 731
®
 in der niedrigen 
Dosis (1 mg/kg Futter) tendenziell verringert und durch die hohe Dosis (1 g/kg Futter) nicht 
verändert. Genistein bewirkte eine Erhöhung des IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels.  
Beide E2-benzoat-Dosen bewirkten eine signifikante Reduzierung des uterinen 
IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegels. Im Gegensatz dazu bewirkte weder der Extrakt noch 





Da die ERα und ERβ Schlüsselkomponenten bei der Vermittlung östrogener Effekte im 
Uterus sind, wurden die Effekte des oral verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanzen 
auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel der beiden ERs untersucht.  
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Abbildung 28: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von ERα und ERβ der ovx Ratten nach 
dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg 
und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Der uterine mRNA-Expressionsspiegel beider ERs wurde durch die zwei E2-benzoat-Dosen 
dosisabhängig herrunterreguliert, wobei bei ERα die niedrige Dosis und bei ERβ die höhere 
Dosis den stärkeren Effekt ausübte. Der Extrakt bewirkte in der niedrigen Dosis eine 
tendenzielle Reduzierung des uterinen ERα-mRNA-Expressionsspiegels, wohingegen der 
Extrakt in der hohen Dosis und Genistein keinen Effekt ausübten. 
Der ERβ-mRNA-Expressionsspiegel wurde sowohl durch den Extrakt als auch durch 





Um die östrogene Wirksamkeit des oral verabreichten ERr 731
®
 zu bewerten, wurden dessen 
Effekte auf die mRNA-Expressionsspiegel Östrogen-responsiver Gene ermittelt. 
Die relativen Spiegel der uterinen mRNA-Expressionen von C3, Clu und CaBP9k sind in der 
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Abbildung 29: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene C3, Clu 
und CaBP9k der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg 
Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05, ** p < 
0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
E2-benzoat in der niedrigen Dosis zeigte keinen Effekt auf den uterinen 
C3-mRNA-Expressionsspiegel, jedoch in der hohen Dosis bewirkte es eine signifikante 
Erhöhung des uterinen mRNA-Expressionsspiegels im Vergleich zur unbehandelten ovx 
Kontrolle. ERr 731
®
 bewirkte in der niedrigen Dosis keine Änderung und in der hohen Dosis 
eine tendenzielle Verringerung, wohingegen Genistein zu einer Verdopplung des uterinen 
C3-mRNA-Expressionsspiegels führte. 
Der uterine Clu-mRNA-Expressionsspiegel wurde dosisabhängig durch die zwei 
E2-benzoat-Dosen herunterreguliert (Abbildung 29). Im Gegensatz dazu kam es durch beide 
ERr 731
®
-Dosen und durch Genistein zu keiner Veränderung des mRNA-Expressionsspiegels 
im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle. 
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dosisabhängigen Erhöhung des uterinen CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels, wohingegen 
ERr 731
®
 in keiner der eingesetzten Dosen einen Effekt ausübte. Genistein bewirkte eine 
21-fache Hochregulation des uterinen CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels im Vergleich zur 
unbehandelten ovx Kontrolle. 
  
 
Abbildung 30: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene VEGF 
und VEGFR-2 der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 mg/kg 
Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05 und 
** p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Der uterine VEGF-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch E2-benzoat in den beiden 
verwendeten Dosen  dosisabhängig hochreguliert, wohingegen der Extrakt in der niedrigen 
Dosierung keine Änderung und in der hohen Dosierung eine leichte Herunterregulation 
bewirkte. Genistein führte zu einer tendenziellen Erhöhung des uterinen 
VEGF-mRNA-Expressionsspiegels. 
Durch E2-benzoat in den beiden verwendeten Dosen wurde der uterine 
VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel tendenziell und durch den Extrakt in der hohen Dosis 
signifikant herunterreguliert. Der Extrakt in der niedrigen Dosis und Genistein führten 
dagegen zu keiner signifikanten Veränderung des uterinen mRNA-Expressionsspiegels. 
 
 
AhR und AhR-regulierte Gene 
 
Innerhalb dieser Arbeit  sollte untersucht werden, ob der AhR und die AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya als potentielle Markergene für die Untersuchung Östrogen-wirkender 
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bekannten Markergenen zur Beurteilung der östrogenen Potenz des Extraktes herangezogen 
werden.  
In Abbildung 31 sind die relativen uterinen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und den 
AhR-regulierten Genen Cyp1A1 und Gst-Ya abgebildet. 
 
 
Abbildung 31: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von AhR und der AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya der ovx Ratten nach dreitägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 und 10 
mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05, 
** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe.  
 
Die E2-benzoat-Behandlungen bewirkten eine dosisabhängige Herunterregulation der uterinen 
AhR- und Cyp1A1-mRNA-Expressionsspiegel. Der Extrakt zeigte keinen Effekt und 
Genistein bewirkte wie E2-benzoat eine Verringerung des uterinen AhR- und 
Cyp1A1-mRNA-Expressionsspiegels.  
Der uterine Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch E2-benzoat in der niedrigen 

























ERr 731  [mg/kg Futter]            





































ERr 731  [mg/kg Futter]            



































** *** *** **
ERr 731  [mg/kg Futter]            



















5.3.1.5 Einfluss der oralen Behandlung auf das Lebergewicht 
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften des oral verabreichten Extraktes 
bzw. der Kontrollsubstanzen wurde das Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen 
erhoben, da toxische Effekte mit morphologischen Veränderungen, wie z.B. Erhöhung des 
Lebergewichtes, verbunden sind. 
Die unbehandelten ovx Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein relatives 
Lebergewicht von 37 g/kg KG und die relativen Lebergewichte der anderen 
Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht von diesem (Daten nicht gezeigt). 
 
 
5.3.2 Fütterungsversuch für 30 Tage (V3-2) 
 
Dieses Tierexperiment diente zur Untersuchung der Wirkung des ERr 731
®
 im Vergleich zu 
E2-benzoat und Genistein auf die untersuchten Zielorgane bei einer oralen Verabreichung 
mittlerer Dauer. Dafür wurde der Einfluss der oralen Behandlungen auf das Körpergewicht, 
das Uterusfeuchtgewicht, die uterinen mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter Gene und auf 
das Lebergewicht bestimmt 
 
 
5.3.2.1 Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht 
 
Um Aussagen über den Einfluss der oralen Behandlung auf das Körpergewicht treffen zu 
können, wurde das mittlere Körpergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen am Ende des 
Tierexperimentes bestimmt. 
Das mittlere Körpergewicht der unbehandelten ovx Kontrolltiere, welche das PA-Futter 
erhielten, betrug 318 g. Die mittleren Körpergewichte der anderen Behandlungsgruppen 
unterschieden sich nicht von dem der Kontrolltiere (Daten nicht gezeigt). 
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5.3.2.2 Bestimmung der oral aufgenommenen Mengen an Extrakt bzw. 
Kontrollsubstanz 
 
Für die Bestimmung der oral aufgenommen Mengen an Extrakt bzw. Kontrollsubstanzen 
wurde die mittlere Futteraufnahme der einzelnen Behandlungsgruppen ermittelt. 
Die unbehandelten ovx  Kontrolltiere nahmen im Durchschnitt 17 g/Tier/d Futter zu sich. Die 
aufgenommenen Futtermengen der E2-benzoat- und Genistein-Tiere unterschieden sich nicht 
signifikant von dem der Kontrolltiere und die beiden ERr 731
®
-Gruppen nahmen im 
Durchschnitt 19 g/Tier/d Futter auf (Daten nicht gezeigt). 
Auf Basis der aufgenommenen Futtermengen wurde nach Beendigung des Versuches die 
tägliche Dosis, die die Tiere aufgenommen hatten, berechnet. Die dabei ermittelte tägliche 
Dosis betrug für E2-benzoat 0,09 mg/kg KG/d, für den Extrakt 0,07 mg/kg KG/d bzw. 
70 mg/kg KG/d und für Genistein 40 mg/kg KG/d. 
 
 
5.3.2.3 Einfluss der oralen Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht 
 
Um Aussagen bezüglich der uterotrophen Wirkung des oral verabreichten Extraktes treffen zu 
können, wurde die Wirkung des Extraktes im Vergleich zu E2-benzoat und Genistein auf das 
relative Uterusfeuchtgewicht der ovx Ratten untersucht. Die Ergebnisse der Bestimmung der 
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Abbildung 32: relative Uterusfeuchtgewichte der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit 
E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg 
Futter).  ** p < 0,01 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
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Die Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein mittleres relatives 
Uterusfeuchtgewicht von 274 mg/kg KG. Durch die orale Gabe von E2-benzoat wurde das 
relative Uterusfeuchtgewicht signifikant auf 384 mg/kg KG erhöht, währenddessen die 
Behandlungen mit den zwei ERr 731
®
-Dosen und Genistein zu keiner signifikanten 




5.3.2.4 Einfluss der oralen Behandlung auf die mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter 
Gene im Uterus 
 
Neben der Untersuchung des Einflusses der oralen Behandlung auf den morphologischen 
Parameter des Uterusfeuchtgewichtes wurde zusätzlich noch dessen Einfluss auf dem 
molekularbiologischen Parameter der mRNA-Expression ermittelt. Dabei wurden die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker, zwei Proliferations-assoziierter Gene, 
der Östrogenrezeptoren, Östrogen-responsiver Gene, des AhR und zwei AhR-regulierter Gene 
bestimmt. 
In Abbildung 33 und 34 sind die relativen Spiegel der uterinen mRNA-Expression von IGF-1, 
CaBP9k und Gst-Ya abgebildet. 
 
 
Abbildung 33: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression des Proliferations-assoziierten Genes 
IGF-1 und des Östrogen-responsiven Genes CaBP9k der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung 
mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 
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Die E2-benzoat-Behandlung führte zu einer signifikanten Erhöhung der uterinen IGF-1- und 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle. Der 
Extrakt in den beiden verwendeten Dosen bewirkt eine tendenzielle Reduzierung des uterinen 
IGF-1- und eine sehr deutliche und signifikante Reduzierung des uterinen 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels. Die Behandlung mit Genistein hatte keinen Einfluss 




























   Genistein [mg/kg Futter]                                                                    
ERr 731  [mg/kg Futter]            














Abbildung 34: relativer Spiegel der uterinen mRNA-Expression des AhR-regulierten Genes Gst-Ya der 
ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Die E2-benzoat-Behandlung zeigte keinen Effekt auf den uterinen 
Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel, jedoch bewirkte ERr 731
®
 in den beiden verwendeten 
Dosen eine signifikante Verringerung und Genistein eine signifikante Erhöhung des uterinen 
Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegels. 
 
Der Extrakt zeigte keine Effekte auf die mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker 
Ki67 und PCNA und des Proliferations-assoziierten Genes IGF-1R. Des Weiteren bewirkte 
dieser keine Veränderung der mRNA-Expressionsspiegel der ERs, der Östrogen-responsiven 





5.3.2.5 Einfluss der oralen Behandlung auf das Lebergewicht 
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften des oral verabreichten Extraktes 
bzw. der Kontrollsubstanzen wurde das Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen 
erhoben, da toxische Effekte mit morphologischen Veränderungen, wie z.B. Erhöhung des 
Lebergewichtes, verbunden sind. 
Die Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein  relatives Lebergewicht von      
35 g/kg KG. Es waren keine Unterschiede im relativen Leberfeuchtgewicht der 




5.3.3 Fütterungsversuch für 90 Tage (V3-3)   
 
Eine Ursache dafür, dass die Knochendichte- und Knochenmassemessungen aus dem 30 d 
Fütterungsversuch (V3-2) keine eindeutigen Ergebnisse lieferten, könnte darin liegen, dass 
der Untersuchungszeitraum für die Effekte, die bei einer schwachen Wirkung zu beobachten 
sind, zu kurz war. Aus diesem Grund wurde der Fütterungsversuch weiterführend über einen 
Zeitraum von 90 d durchgeführt. Diese Zeitspanne wurde auch von anderen Gruppen zur 
Untersuchung hinsichtlich des Knochens verwendet [164, 267-269].  
Anhand dieses Tierexperimentes wurde noch die Wirkung des ERr 731
®
 im Vergleich zu 
E2-benzoat in den untersuchten Zielorganen bei einer langfristigen oralen Verabreichung 
ermittelt. Zu diesem Zweck wurde der Einfluss der oralen Behandlungen auf das 
Körpergewicht, das Uterusfeuchtgewicht, die uterinen mRNA-Expressionsspiegel 
ausgewählter Gene, das Lebergewicht und auf die trabekuläre und kortikale Knochendichte 
und -masse bestimmt. 
Jede Woche wurde das Futter und die Tiere selbst gewogen, um Aussagen über die 
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5.3.3.1 Einfluss der oralen Behandlung auf die Körpergewichtsentwicklung  
 
Über den Versuchszeitlauf wurde jede Woche das Körpergewicht der einzelnen Tiere 
bestimmt und daraus das mittlere Körpergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen ermittelt, 
um Aussagen bezüglich des Einflusses der oralen Behandlung auf die 
Körpergewichtsentwicklung treffen zu können. In Abbildung 35 sind die mittleren 
Körpergewichte der einzelnen Behandlungsgruppen über die Zeit aufgetragen. 

























ovx E2-benzoat ERr 731 1mg ERr 731  1g sham
Zeitspanne [Wochen]
I   ovx + Zuteilung in die Gruppen              II  Behandlungsbeginn (aufs Futter gesetzt)  
 
Abbildung 35: zeitliche Verlauf der mittleren Körpergewichte der Behandlungsgruppen. *** p < 0,001 
kennzeichnet signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Zum Zeitpunkt der Ovariektomie (I) hatten alle Tiere im Durchschnitt das gleiche 
Ausgangsgewicht von etwa 140 g. Nach der Ovariektomie wurden die Tiere randomisiert den 
einzelnen Behandlungsgruppen zugeteilt und zwei Wochen nach der Ovariektomie (II) 
wurden die Tiere auf das jeweilige Futter gesetzt, dem der Extrakt bzw. die 
Kontrollsubstanzen beigefügt wurde. Zu diesem Zeitpunkt ist deutlich zu erkennen, dass sich 
das mittlere Körpergewicht der sham-Tiere signifikant von dem der Kontrolltiere unterschied. 
Die Kontrolltiere und die Tiere der zwei ERr 731
®
-Gruppen zeigten über die ganze 
Versuchslaufzeit eine annähernd gleiche Wachstumskurve. Im Gegensatz dazu ist zu sehen, 
dass nach der Ovariektomie das Körpergewicht der Tiere, welche das E2-benzoat Futter 
erhalten hatten, sank und eine Woche danach sich schon signifikant von der der Kontrolltiere 
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unterschied. Zwei Wochen nach dem Behandlungsbeginn war das Körpergewicht der 
E2-benzoat substituierten Tiere auf dem gleichen Niveau wie das der sham-Tiere. 
 
In Abbildung 36 ist das mittlere Körpergewicht zum Ende des Tierversuches  und in 
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ovx ovx ovx ovxsham
*** ***
 
Abbildung 36: mittlere Körpergewichte der sham-Ratten und der ovx Ratten nach 90-tägiger oraler 
Behandlung mit E2-benzoat (10 mg/kg Futter) und zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter). *** p < 
0,001 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Die Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein mittleres Körpergewicht von    
348 g. Das mittlere Körpergewicht der sham-Tiere betrug 283 g und der E2-benzoat-Tiere 
277 g, die sich somit signifikant von dem der unbehandelten ovx Kontrolltiere unterschieden. 
Die Körpergewichte der Tiere, welche den Extrakt in den zwei Dosen erhalten hatten, 
unterschieden sich nicht von dem der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 37: mittlere Gewichtszunahme der Behandlungsgruppen von Beginn bis zum Ende des 
Tierversuches. ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten 
ovx Kontrollgruppe. 
 
In Abbildung 37 ist zu erkennen, dass die sham- und die E2-benzoat-Tiere signifikant weniger 
Gewicht im Versuchszeitraum zugenommen haben als die unbehandelten ovx  Kontrolltiere. 
Die Tiere der beiden ERr 731
®
-Gruppen zeichneten sich im Gegensatz dazu durch die gleiche 
Gewichtszunahme wie die unbehandelten ovx Kontrolltiere aus. 
 
 
5.3.3.2 Bestimmung der oral aufgenommenen Mengen an Extrakt bzw. 
Kontrollsubstanz 
 
Für die Bestimmung der oral aufgenommen Mengen an Extrakt bzw. Kontrollsubstanz wurde 
die mittlere Futteraufnahme der einzelnen Behandlungsgruppen ermittelt. 
Zu diesem Zweck wurde jede Woche die die aufgenommene Futtermenge der einzelnen 
Behandlungsgruppen bestimmt. Zum Ende des Versuches wurde die Gesamtfuttermenge der 
jeweiligen Behandlungsgruppen bestimmt, durch die Anzahl der Tiere geteilt und als 




























ERr 731  [mg/kg Futter]            









ovx ovx ovx ovxsham
* **
 
Abbildung 38:  mittlere aufgenommene Futtermengen der einzelnen Behandlungsgruppen. * p < 0,05 und        
** p < 0,01 kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Aus Abbildung 38 ist deutlich zu erkennen, dass die sham- und die E2-benzoat-Tiere im 
Vergleich zu den unbehandelten ovx Tieren signifikant weniger Futter aufgenommen haben. 
Im Gegensatz dazu haben die Tiere der zwei ERr 731
®
-Gruppen annähernd die gleiche 
Futtermenge wie die unbehandelten ovx Tiere aufgenommen. 
Auf der Basis des aufgenommenen Futters wurde nach Beendigung des Experimentes die 
tägliche Substanzdosis, die die Tiere aufgenommen hatten, berechnet. Die dabei ermittelte 
tägliche Dosis betrug für den Extrakt in den beiden Behandlungsgruppen 0,074 mg/kg KG/d 
bzw. 75 mg/kg KG /d und für E2-benzoat 0,69 mg/kg KG/d. 
 
 
5.3.3.3 Einfluss der oralen Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht 
 
Um Aussagen bezüglich der uterotrophen Wirkung des oral verabreichten Extraktes treffen zu 
können, wurde die Wirkung des Extraktes im Vergleich zu E2-benzoat auf das relative 
Uterusfeuchtgewicht der ovx Ratten untersucht. Die Ergebnisse der Bestimmung der relativen 
Uterusfeuchtgewichte sind in Abbildung 39 dargestellt. 
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Abbildung 39: relative Uterusfeuchtgewichte der Behandlungsgruppen nach 90d. *** p < 0,001 
kennzeichnet signifikanten Unterschied zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe.  
 
Wie erwartet war das relative Uterusfeuchtgewicht bei den sham- und den E2-benzoat-Tieren 
im Vergleich zu den unbehandelten ovx Kontrolltieren signifikant erhöht. Im Gegensatz dazu 
führten beide Behandlungen mit ERr 731
®
 zu keiner Veränderung des relativen 
Uterusfeuchtgewichtes in Bezug zur unbehandelten ovx Kontrolle. 
 
 
5.3.3.4 Einfluss der oralen Behandlung auf die mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter 
Gene im Uterus 
 
Neben der Untersuchung des Einflusses der oralen Behandlung auf den morphologischen 
Parameter des Uterusfeuchtgewichtes wurde zusätzlich noch dessen Einfluss auf den 
molekularbiologischen Parameter der uterinen mRNA-Expression ermittelt. Dabei wurde die 
uterinen mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker, zweier Proliferations- 
assoziierter Gene, der Östrogenrezeptoren, der Östrogen-responsiven Gene, des AhR und 





Proliferationsmarker und Proliferations-assoziierte Gene 
 
Um das Ergebnis des uterotrophen Assays auf mRNA-Ebene zu bestätigen, wurden die 
Effekte des oral verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanz auf die uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker und der Proliferations-assoziierten Gene 
ermittelt. 
In Abbildung 40 und 41 sind die relativen Spiegel der uterinen mRNA-Expression der 




Abbildung 40: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA 
der Behandlungsgruppen nach 90d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
  
Wie erwartet waren bei den sham- und den E2-benzoat-Tieren die uterinen Ki67- und 
PCNA-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zu den unbehandelten ovx Kontrolltieren 
signifikant erhöht, wohingegen der Extrakt in beiden Dosen keine Wirkung auf den 
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Abbildung 41: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 
und IGF-1R der Behandlungsgruppen nach 90d.  * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Der uterine IGF-1-mRNA-Expressionsspiegel war bei den sham- und den E2-benzoat-Tieren 
signifikant erhöht, wohingegen durch die beiden ERr 731
®
-Dosen keine Veränderung des 
mRNA-Expressionsspiegels hervorgerufen wurde. 
Bei den sham- und den E2-benzoat-Tieren war eine deutlich reduzierter uteriner 
IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel  im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle zu 
erkennen. Im Gegensatz dazu  bewirkte der Extrakt in beiden untersuchten Dosen eine 





Da ERα und ERβ Schlüsselkomponenten bei der Vermittlung östrogener Effekte im Uterus 
sind, wurden die Effekte des oral verabreichten ERr 731
®
 bzw. der Kontrollsubstanz auf die 
uterinen mRNA-Expressionsspiegel der beiden ERs untersucht.  
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Abbildung 42: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von ERα und ERβ der 
Behandlungsgruppen nach 90d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen signifikante 
Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Die uterinen mRNA-Expressionsspiegel der beiden ERs waren bei den sham- und den 
E2-benzoat-Tieren im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle signifikant verringert. Im 
Gegensatz dazu zeigten die beiden ERr 731
®
-Dosen keinen Effekt auf die 





Um die östrogene Wirksamkeit des oral verabreichten ERr 731
®
 zu bewerten, wurden die 
Effekte des Extraktes auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel Östrogen-responsiver Gene 
bestimmt. 
Die relativen uterinen mRNA-Expressionsspiegel von C3, Clu und CaBP9k sind in Abbildung 
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Abbildung 43: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene C3, Clu 
und CaBP9k der Behandlungsgruppen nach 90d.  * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 kennzeichnen 
signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Der uterine C3- und CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegel waren bei den sham- und den 
E2-benzoat-Tieren im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle signifikant erhöht und der 
uterine Clu-mRNA-Expressionsspiegel signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu bewirkte der 
Extrakt in beiden Dosen keine Änderung der  uterinen mRNA-Expressionsspiegel von C3, 
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Abbildung 44: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene VEGF 
und VEGFR-2 der Behandlungsgruppen nach 90d.  * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 
kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Die uterinen VEGF- und VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel waren bei den sham-Tieren 
im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe tendenziell bzw. signifikant reduziert. 
Durch die E2-benzoat-Behandlung wurde der VEGF-mRNA-Expressionsspiegel 
hochreguliert, jedoch der VEGFR-2-mRNA-Expresssionsspiegel nicht beeinflusst. Der 
Extrakt bewirkte in keiner der eingesetzten Dosen eine Änderung der uterinen 
mRNA-Expressionsspiegel dieser Gene. 
 
 
AhR und AhR-regulierte Gene 
 
Innerhalb dieser Arbeit  sollte untersucht werden, ob der AhR und die AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya als potentielle Markergene für die Untersuchung Östrogen-wirkender 
Substanzen geeignet sind. Falls dies zutrifft, sollten diese Gene zusätzlich zu den bereits 
bekannten Markergenen zur Beurteilung der östrogenen Potenz des Extraktes herangezogen 
werden.  
In Abbildung 45 sind die relativen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und den 
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Abbildung 45: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von AhR und der AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya der Behandlungsgruppen nach 90d. * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 
kennzeichnen signifikante Unterschiede zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
 
Bei den sham-Tieren waren im Vergleich zu der unbehandelten ovx Kontrolle signifikant 
verringerte uterine mRNA-Expressionsspiegel von AhR und Cyp1A1 und ein erhöhter 
uteriner Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel nachweisbar. Als Folge der 
E2-benzoat-Behandlung der ovx Tiere waren die gleichen Regulationsmuster der 
mRNA-Expressionsspiegel zu erkennen. Im Gegensatz dazu hatte der Extrakt keinen Effekt 
auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel von AhR und Cyp1A1, und bei Gst-Ya hatte der 
Extrakt in der niedrigen Dosis keinen Effekt, bewirkte jedoch in der hohen Dosis eine 
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5.3.3.5 Einfluss der Behandlung auf das Lebergewicht 
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften des oral verabreichten Extraktes 
bzw. der Kontrollsubstanz wurde das Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen 
erhoben, da toxische Effekte mit morphologischen Veränderungen, wie z.B. Erhöhung des 
Lebergewichtes, verbunden sind. 
Die unbehandelten ovx Kontrolltiere, welche das PA-Futter erhielten, hatten ein  relatives 
Lebergewicht von 34 g/kg KG. Die Lebergewichte der mit dem Extrakt behandelten Tiere 
unterschieden sich nicht von dem der unbehandelten ovx Kontrolle. Die sham-Tiere als auch 
die mit E2-benzoat behandelten Tiere wiesen im Vergleich zur ovx Kontrolle ein leicht 
erhöhtes relatives Lebergewicht von 38 g/ kg KG auf (Daten nicht gezeigt). 
 
 
5.3.3.6 Einfluss der Behandlung auf die Knochendichte und -masse 
 
Um Aussagen über eine mögliche knochenprotektive Wirkung des Extraktes treffen zu 
können, wurde der Einfluss des oral verabreichten Extraktes auf die Knochendichte und 
-masse untersucht. So wurde nach Beendigung des Fütterungsversuches  V3-3, der über einen 
Zeitraum von 90 Tagen lief, verschiedene Parameter der entnommenen Tibia mit Hilfe eines 
Kleintier-Computertomographen gemessen 
Die Ergebnisse der trabekulären und der kortikalen Knochendichte- sowie 
Knochenmassemessungen sind in Abbildung 46 und 47 dargestellt. 
 
Abbildung 46: Darstellung der trabekulären Knochendichte und -masse im Bereich der Metaphyse der 
Tibia der Behandlungsgruppen nach 90d.  ***p < 0,001 kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur 
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Die Messung der trabekulären Knochendichte und -masse wurde im Bereich der Metaphyse 
durchgeführt. Die Ovariektomie führte über den Beobachtungszeitraum zu einer signifikanten 
Reduktion der trabekulären, metaphysären Knochendichte auf 188 mg/cm³ im Vergleich zu 
436 mg/cm³ in den sham-Tieren. Die Behandlung mit E2-benzoat führte zu einem teilweisen 
Erhalt der trabekulären Knochendichte (325 mg/cm³) verglichen mit der der sham-Tiere.    
Die Behandlung mit dem Extrakt hatte keinen Einfluss auf die trabekuläre, metaphysäre 
Knochendichte im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrollgruppe. 
Die trabekuläre Knochenmasse war in den sham-Tieren  im Vergleich zur unbehandelten ovx 
Kontrollgruppe signifikant erhöht. Durch die E2-benzoat-Behandlung wurde die  trabekuläre 
Knochenmasse ebenfalls signifikant erhöht. Im Gegensatz dazu zeigten die 
ERr 731
®
-Behandlungen keinen Effekt auf die trabekuläre Knochenmasse verglichen mit der 
unbehandelten ovx Kontrolle. 
 
Abbildung 47: Darstellung der kortikalen Knochendichte und -masse im Bereich der Diaphyse der 
Behandlungsgruppen nach 90d. * p < 0,5 und ** p < 0,01 kennzeichnen einen signifikanten Unterschied 
zur ovx Kontrollgruppe.  
 
Die kortikale Knochendichte und -masse wurde im Bereich der Diaphyse gemessen, wobei 
die kortikale Knochendichte der unbehandelten ovx Kontrolltiere 1302 mg/cm³ betrug. Die 
kortikale Knochendichte der anderen Behandlungsgruppen unterschied sich nicht von dieser. 
Die sham- und die mit E2-benzoat substituierten Tieren wiesen eine reduzierte kortikale 
Knochenmasse auf, wobei diese bei den ERr 731
® 
-Tieren im Vergleich  zur unbehandelten 
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5.4 Untersuchung verschiedener Zelllinien hinsichtlich ihrer Eignung als 





In den in vivo-Untersuchungen hatte ERr 731
®
 auf die mRNA-Expressionsspiegel von C3 und 
IGF-1R alleine und in Kombination mit der niedrigen E2-Dosis unerwartete Effekte, die es 
weiterführend zu untersuchen galt. Aus diesem Grund wurden verschiedene 
Zellkulturexperimente durchgeführt, um eine geeignete Zelllinie zu finden, anhand derer die 
Wirkung des Extraktes näher untersucht werden konnte. Voraussetzung dafür war, dass beide 
ERs und die zu untersuchenden Gene in den Zellen exprimiert sind und dass die Zelllinie 
E2-responsiv ist.  




Abbildung 48: relative Spiegel der mRNA Expression von C3, ERα und ERβ in R-Ishikawa-Zellen und 
HEC-1B-Zellen nach  24 h E2-Behandlung (10
-8
 M). * p < 0,05 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur 
DMSO-Kontrollgruppe. 
 
Anhand Abbildung 48 ist zu sehen, dass die E2-Behandlung bei den HEC-1B-Zellen keinen 
Effekt auf die C3- und ERα-mRNA-Expressionsspiegel zeigte, jedoch der ERβ-mRNA-
Expressionsspiegel im Vergleich zur DMSO-Kontrolle herrunterreguliert wurde. 
In den R-Ishikawazellen bewirkte die E2-Behandlung keine Veränderung der C3-, ERα- und 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. 
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Abbildung 49: relative Spiegel der mRNA-Expression von C3, ERα und ERβ in RUCA-I-Zelllen nach 24 h 
E2-Behandlung (10
-8
 M) in Plastikzellkulturflaschen bzw. in mit Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen 
(links), relative Spiegel der mRNA-Expression von C3, ERα, Ki67, PCNA und IGF-1R in RUCA-I-Zelllen 
nach  24 h, 48 h und 72 h E2-Behandlung (10
-8
 M) in mit Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen 
(rechts). * p < 0,05 kennzeichnet signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrollgruppe. 
 
Die E2-Behandlung führte bei den auf Plastik gewachsenen RUCA-I-Zelllen zu keiner 
Veränderung der C3-, eine sehr schwache Verringerung des ERα- und eine Erhöhung des 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegels (Abbildung 49).    
Bei den RUCA-I-Zelllen, welche in den mit Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen 
kultiviert wurden, bewirkte die E2-Behandlung eine tendenzielle Erhöhung des C3- und 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegels und nur eine geringfügige Verringerung des 
ERα-mRNA-Expressionsspigels. 
 
Da die RUCA-I-Zellen in den mit Gelatine beschichteten Zellkulturflaschen eine tendenzielle 
Regulation der untersuchten Gene aufwies, diese jedoch nicht so stark ausgeprägt war wie 
erhofft, wurde weitergehend untersucht, ob bei längerer Behandlungsdauer bessere Ergebnisse 
erzielt werden konnten. So wurden die RUCA-I-Zellen für 24 h, 48 h und 72 h mit E2 
behandelt und die mRNA-Expressionsspiegel ausgewählter Gene bestimmt.  
Dabei bewirkte nur die E2-Behandlung für 48 h eine signifikante Reduzierung des 
C3-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. 
Der ERα-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch alle E2-Behandlungen signifikant  
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herrunterreguliert, wobei nach 48 h der mRNA-Expressionsspiegel von ERα am niedrigsten 
war.  Im Gegensatz dazu beeinflusste keine der E2-Behandlungen den 
Ki67-mRNA-Expressionsspiegel und der PCNA-mRNA-Expressionsspiegel wurde lediglich 
durch die E2-Behandlung für 72 h tendenziell verringert. 




Abbildung 50: relative Spiegel der mRNA Expression von C3, ERα, ERβ, IGF-1 und IGF-1R in ECC-1-
Zellen nach  24h E2-Behandlung (10
-8
 M) (links), relative mRNA Expression von C3, ERα, ERβ und IGF-1 
in den ECC-1-Zellen nach  24 h, 48 h und 72 h E2-Behandlung (10
-8
 M) (rechts), * p < 0,05 kennzeichnet 
signifikanten Unterschied zur DMSO-Kontrollgruppe. 
 
Aus Abbildung 50 ist zu sehen, dass in den ECC-1-Zellen die 24 h E2-Behandlung eine 
tendenzielle Herunterregulation des  C3- und eine signifikante Herunterregulation des ERα- 
mRNA-Expressionsspiegels bewirkte, wohingegen die mRNA-Expressionsspiegel von ERβ, 
IGF-1 und IGF-1R nicht beeinflusst wurden.  
Da E2-Behandlung für 24 h in den ECC-1-Zellen eine signifikante Herunterregulation des 
ERα-, jedoch keine Hochregulation des C3-mRNA-Expressionsspiegel hervorrief, wurde 
weitergehend untersucht, ob bei längerer E2-Behandlung eine Erhöhung des 
C3-mRNA-Expressionsspiegel erzielt werden kann. So wurden die ECC-1-Zellen für 24 h, 
48 h und 72 h mit E2 behandelt und die mRNA-Expressionsspiegel der ausgewählten Gene 
bestimmt.  
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In den ECC-1-Zellen bewirkte die E2-Behandlung für alle drei Behandlungsdauern eine 
deutliche Herunterregulation der C3- und ERα-mRNA-Expressionsspiegel. Die 
E2-Behandlungen für 24 h und 48 h zeigten keinen Effekt auf den 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, jedoch durch die 
E2-Behandlung für 72 h wurde der mRNA-Expressionsspiegel erhöht. Der 




5.5 Zusammenfassung der mRNA-Expressions-Ergebnisse der 
Tierversuche V1-V3 
 
Zur Übersichtlichkeit der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, sind in den Tabellen 15-17 
die mRNA-Expressions-Ergebnisse der Tierversuche V1-V3 tabellarisch zusammengefasst. 
 
 
Tabelle 15: Übersicht über die mRNA-Expressions-Ergebnisse von V1. E2 high: E2 4 µg/kg KG/d, (↑): 
tendenzielle Hochregulation, ↑: Hochregulation, ↑↑: starke Hochregulation, ↑↑↑: sehr starke 
Hochregulation, (↓): tendenzielle Herunterregulation, ↓: Herunterregulation, ↓↓: starke 
Herunterregulation, ↓↓↓: sehr starke Herunterregulation, -: kein Effekt   
 
     E2 high                                  ERr 731
®
 
      0,1                  1                  10                100 
Uterus ↑↑↑ - - - - 
Ki67 ↑↑ - - - - 
PCNA (↑) (↓) - - - 
IGF-1 ↑↑ - - - - 
IGF-1R ↓↓ - - ↓↓ ↓↓ 
C3 ↑↑↑ - ↓↓ ↓↓ (↓) 
Clu ↓↓ - - ↑ - 
CaBP9k ↑↑ - - - - 
VEGF (↓) - - - - 
VEGFR2 ↓ - - - - 
ERα ↓↓ (↑) - - ↓↓ 
ERβ ↓↓ (↑) - - (↓) 
AhR ↓↓↓ - - - (↓) 
Cyp1A1 ↓↓↓ ↑ - ↓↓ ↓↓ 
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Tabelle 16: Übersicht über die mRNA-Expressions-Ergebnisse von V2. E2 low: E2 0,5 µg/kg KG/d, 
E2 high: E2 4 µg/kg KG/d, ERr 731
®
 low: ERr 731
®
 0,1 µg/kg KG/d, ERr 731
®
 high: ERr 731
®
 100 µg/kg 
KG/d, (↑): tendenzielle Hochregulation, ↑: Hochregulation, ↑↑: starke Hochregulation, ↑↑↑: sehr starke 
Hochregulation, (↓): tendenzielle Herunterregulation, ↓: Herunterregulation, ↓↓: starke 
Herunterregulation, ↓↓↓: sehr starke Herunterregulation, -: kein Effekt   
 
             E2  
   low         high 
                            E2 + ERr 31
®
 
      0,1                 1               10           100 
          ERr 731
®
 
     low           high 
Uterus ↑ ↑↑↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - - 
Ki67 ↑↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - - 
PCNA (↑) ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ - - 
IGF-1 ↑ ↑↑ ↑ ↑ ↑ ↑ (↓) (↓) 
IGF-1R ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓ - 
C3 ↑↑ ↑↑ ↑ ↑ ↑ ↑↑ - - 
Clu ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ - - 
CaBP9k ↑↑ ↑↑↑ ↑↑ ↑↑ ↑↑ ↑↑ (↓) ↓ 
VEGF - ↓ - - - (↑) - - 
VEGFR2 ↓ ↓ (↓) (↓) - - - - 
ERα ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ - - - 
ERβ (↓) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ - - 
AhR ↓↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ - - 
Cyp1A1 ↓↓ ↓↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ - - 









Tabelle 17: Übersicht über die mRNA-Expressions-Ergebnisse von V3. E2b low: E2-benzoat 1,625 mg/kg 
Futter, E2b high: E2-benzoat 10 mg/kg Futter, ERr 731 low: ERr 731 1 mg/kg Futter, ERr 731 high: ERr 
731 1 g/kg Futter, (↑): tendenzielle Hochregulation, ↑: Hochregulation, ↑↑: starke Hochregulation, ↑↑↑: 
sehr starke Hochregulation, (↓): tendenzielle Herunterregulation, ↓: Herunterregulation, ↓↓: starke 
Herunterregulation, ↓↓↓: sehr starke Herunterregulation, -: kein Effekt   
 
 sham  E2b low  E2b high   ERr 731 low    ERr 731 high Genistein 
d 90 3 30 3 90 3 30 90 3 30 90 3 30 
Uterus ↑↑↑ ↑ ↑ ↑↑ ↑↑ - - - - - - ↑ - 
Ki67 ↑ - - ↑ (↑) - - - - - - - - 
PCNA ↑ - (↑) ↑ ↑ - - - - - - - - 
IGF-1 ↑ ↑ ↑ ↑↑ ↑↑ (↓) (↓) - - (↓) - ↑ - 
IGF-1R ↓↓↓ ↓↓ (↓) ↓↓ ↓↓↓ - - (↓) - - (↓) - - 
C3 ↑↑ - ↑ ↑↑ ↑↑↑ - - - (↓) - - ↑ - 
Clu ↓↓ ↓ (↓) ↓ ↓↓ - - - - - - - - 
CaBP9k ↑↑ ↑ ↑ ↑↑ ↑↑↑ - ↓↓↓ - - ↓↓↓ - ↑ ↓ 
VEGF (↓) (↑) ↑ ↑ ↑ - - - (↓) - - (↑) - 
VEGFR2 ↓↓ (↓) - (↓) - - - - ↓ - - - - 
ERα ↓↓ ↓↓ (↓) (↓) (↓) (↓) - - - - - - (↓) 
ERβ ↓ ↓ (↓) ↓↓ (↓) ↓ - - ↓ - - ↓ (↓) 
AhR ↓↓↓ ↓ - ↓↓ ↓↓↓ - - - - - - ↓ - 
Cyp1A1 ↓↓↓ ↓↓ - ↓↓ ↓↓↓ - - - - - - ↓ - 








Für ein pflanzliches Präparat, das als Alternative für die klassische HRT dienen soll, ist es 
sehr wichtig, dass möglichst viele klimakterische Symptome gelindert werden ohne 
gleichzeitig das Risiko proliferativer Veränderungen zu erhöhen. 
Ziel dieser Arbeit war es, den pflanzlichen Extrakt ERr 731
®
, der Hauptbestandteil eines 
Präparates zur Behandlung von klimakterischen Symptomen ist, hinsichtlich seiner 
Wirksamkeit und Sicherheit bezüglich Uterus und Knochen zu charakterisieren.  
Zu diesem Zweck wurden tierexperimentelle in vivo-Untersuchungen durchgeführt, in denen 
der s.c. als auch oral verabreichte Extrakt im Vergleich zu E2 bzw. E2-benzoat auf 
morphologische und molekularbiologische Veränderungen in Uterus, Leber und Knochen ovx 
Ratten untersucht wurde.  
Im Hinblick auf die Verwendung des Präparates zur Behandlung von klimakterischen 
Symptomen sollte der Extrakt vor allem bezüglich möglicher Risiken in den untersuchten 
Zielorganen beurteilt werden, wobei insbesondere die Sicherheit im Uterus bewertet werden 
sollte.  
Die Hauptbestandteile des untersuchten Extraktes gehören zur Gruppe der Hydroxystilbene, 
die östrogene Eigenschaften aufweisen können. So wurde zur Überprüfung der möglichen 
östrogenen Wirkung des Extraktes im Uterus der uterotrophe Assay verwendet. Dieser Test 
basiert auf der schnellen und zuverlässigen Regulation des Uterusgewichtes durch plötzlich 
sich ändernde E2-Spiegel, wie sie im natürlichen Zyklus der Ratte vorkommen. Dieser Test ist 
daher auch von der Organisation für wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung 
(OECD) als Testsystem zur Identifikation von Östrogen-wirkenden Substanzen validiert [263, 
264]. 
 
Innerhalb dieser Arbeit wurde die Wirkung des Extraktes auf morphologischer und 
molekularbiologischer Ebene erfasst. So erfolgte zum Ende der Experimente die Bestimmung 
des Körper-, Uterus- und Lebergewichtes als auch der Knochendichte und -masse. Zusätzlich 
wurde der Einfluss des Extraktes auf die uterinen mRNA-Expressionsspiegel der 
Proliferationsmarker, zweier Proliferations-assoziierter Gene, der Östrogenrezeptoren, 




In der Diskussion erfolgte die Bewertung des AhR und der AhR-regulierten Gene Cyp1A1 
und Gst-Ya als mögliche Markergene hinsichtlich östrogener Effekte und der in den 
Tierexperimenten verwendeten Kontrollen. Des Weiteren wurden die Ergebnisse bezüglich 
der Sicherheit des Extraktes hinsichtlich proliferativer Veränderungen im Uterus, Effekte des 
Extraktes in den untersuchten Zielorganen und die möglichen Wirkmechanismen des 
Extraktes ausgewertet. Zum Schluss wurden noch die Ergebnisse der Untersuchung 
verschiedener Zelllinien hinsichtlich ihrer Eignung als in vitro-Modell zur Untersuchung der 
durch ERr 731
®
 hervorgerufenen Effekte diskutiert. 
 
 
6.1 AhR und AhR-regulierte Gene – Eignung als Markergene für östrogene 
Effekte 
 
In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob der AhR und die AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya als potentielle Markergene für die Untersuchung Östrogen-wirkender 
Substanzen geeignet ist.  
In allen Versuchen war ein deutliches Expressionsmuster der Gene zu erkennen. Die AhR- 
und Cyp1A1-mRNA-Expressionsspiegel wurden jeweils durch E2 und E2-benzoat signifikant  
herunterreguliert, wohingegen der mRNA-Expressionsspiegel von Gst-Ya hochreguliert 
wurde (Tabelle 15-17, S. 126-128; Abbildung 15, 23 und 45 , S. 76, 91 und 119). 
Nach Bindung eines AhR-Liganden kommt es zur Aktivierung des AhR, der anschließend in 
den Zellkern gelangt. Dort bindet der entstandene AhR/ARNT-Heteromer-Komplex an XRE 
innerhalb der Promotorregion der AhR-regulierten Gene Cyp1A1 und Gst-Ya, wodurch die 
mRNA-Expression dieser Gene erhöht wird [246]. 
Die in dieser Arbeit beobachtete E2- induzierte Verringerung des Cyp1A1-mRNA-
Expressionsspiegels lässt auf eine Vermittlung durch die AhR-Expression schließen, da die 
Regulation gleichgerichtet zu der Regulation der AhR-Expression war. Es kann allerdings 
auch ein direkter Effekt sein, da gezeigt werden konnte, dass der ERα in der Regulation der 
Cyp1A1-mRNA-Expression, durch Bindung in der Promotorregion, beteiligt ist [270].   
Um Aussagen über die mögliche Beteilung des ERα in diesem Mechanismus treffen zu 
können, müsste ein ER-Antagonist wie Fulvestrant mitgeführt werden, da dieser 
ER-vermittelte Effekte inhibiert.   
  DISKUSSION 
 131 
Im Gegensatz dazu lässt sich jedoch die starke Erhöhung des Gst-Ya-mRNA-
Expressionsspiegels nach E2-Behandlung nicht über den Einfluss von E2 auf die AhR-mRNA-
Expression erklären. Grund dafür ist, dass der aktivierte AhR einen stimulierenden Effekt auf 
den Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel ausübt, die AhR-mRNA-Expression allerdings 
aufgrund der E2-Behandlung gesunken ist. Somit besteht eine Diskrepanz zwischen 
erniedrigten AhR- und erhöhtem Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel. Die starke Erhöhung 
des Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel wird somit vermutlich durch einen anderen 
Mechanismus hervorgerufen. Möglich wäre einerseits ein direkter Einfluss des E2 auf den 
Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel. Andererseits könnte durch einen noch unbekannten 
Mechanismus trotz geringem AhR-mRNA-Expressionsspiegel mehr aktiviertes AhR-Protein 
vorhanden sein, der zur Erhöhung des Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegels führt.  
 
Die gewonnenen Expressionsdaten der dem AhR nachgeschalteten Gene Cyp1A1 und Gst-Ya 
zeigen, dass E2  offenbar auf die Expression eines dieser Gene einen direkten Einfluss ausübt. 
Insgesamt haben die Untersuchungen gezeigt, dass der AhR und die AhR-regulierten Gene 
Cyp1A1 und Gst-Ya durch E2 ein eindeutiges Regulationsmuster aufzeigen. Diese Ergebnisse 
bestätigen die Aussage vorhergehender Studien [252], dass der AhR eine gewisse Rolle im 
Uterus spielt. Es ist davon auszugehen, dass der AhR in irgendeiner Weise an der östrogenen 
Wirkung im Uterus beteiligt ist, da dieses Gen und die ihm nachgeschalteten Gene ansonsten 
kein solches Regulationsmuster aufzeigen würden.   
 
Aufgrund der in dieser Arbeit erhaltenen Daten können der AhR und die AhR-regulierten 
Gene, Cyp1A1 und Gst-Ya, als Markergene für Östrogen-wirkende Substanzen verwendet 
werden. Wie genau jedoch der tatsächliche Regulationsmechanismus funktioniert muss 









Die s.c. E2-Behandlung diente in V1 und V2 als Positivkontrolle für östrogene Effekte auf die 
untersuchten Zielorgane, und da es zu E2 viel Literatur gibt, gleichzeitig zur Beurteilung der 
Qualität der durchgeführten Experimente.  
Die im Antagonisierungsversuch V2 durchgeführte gleichzeitige Behandlung mit E2 in 
niedriger Dosis und dem Extrakt diente zur Simulierung des niedrigen E2-Spiegels in der 
menopausalen Frau und zur Untersuchung der Wirkung des Extraktes. Zusätzlich konnte 
dadurch auf eine mögliche antiöstrogene Wirkung von  ERr 731
® 
geprüft werden. 
In V1 und V2 bewirkte E2 erwartungsgemäß einen deutlichen uterotrophen Effekt (Tabelle 
15-16, S. 126-127, Abbildung 9 und Abbildung 17, S. 70 und 81), das Ergebnissen 
vorhergehender Studien  entspricht, die eine signifikante Erhöhung des 
Uterusfeuchtgewichtes zeigten [262, 271]. 
Übereinstimmend mit dem E2-induzierten uterotrophen Effekt wurden die 
mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA (Tabelle 15-16, S. 126-
127, Abbildung 10, S. 71), als auch des Proliferations-assoziierten Genes IGF-1 deutlich 
erhöht und IGF-1R herunterreguliert (Tabelle 15-16, S. 126-127, Abbildung 11, S. 72).  
Die Regulation der mRNA-Expression des Östrogen-responsiven Genes C3 stellt besonders 
im Uterus einen guten Marker für östrogene Aktivität dar. Dies zeigte sich auch in den hier 
durchgeführten Tierversuchen, wo die E2-Behandlung jeweils eine signifikante Zunahme des 
mRNA-Expressionsspiegels dieses Genes bedingte. Auch die Expression der anderen 
Östrogen-responsiven Gene Clu, CaBP9k, VEGF und VEGFR-2 zeigten den erwarteten 
Effekt, so wurde CaBP9k deutlich hochreguliert und Clu, VEGF und VEGR-2 
herunterreguliert (Tabelle 15-16, S. 126-127, Abbildung 13-14, S. 74 und 75). 
Die verringerten VEGF- und VEGFR-2-mRNA-Expressionspiegel sind vergleichbar mit den 
Ergebnissen einer zuvor durchgeführten Studie, in der gezeigt werden konnte, dass nach 
E2-Behandlung der mRNA-Expressionsspiegel von VEGF sowie dessen E2-regulierten 
Rezeptors einen biphasischen zeitlichen Verlauf aufzeigten. So stieg zuerst der 
mRNA-Expressionsspiegel stark an mit einem Maximum bereits 7 h nach Beginn der 
E2-Behandlung und nach 72 h war eine leichte Reduzierung der VEGF- und eine Reduzierung 
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des VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegels im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle 
erkennbar [272]. 
Wie in der Literatur bereits beschrieben, bewirkte die s.c. E2-Behandlung eine Verringerung 
der uterinen ERα- und ERβ-mRNA-Expressionsspiegel (Tabelle 15-16, S. 126-127, 
Abbildung 12, S.73), wobei die reduzierten ER-mRNA-Expressionsspiegel aus einer 
reduzierten Transkription oder einer erhöhten Degradation beider Rezeptorproteine 
resultieren. 
Des Weiteren induzierte E2 eine deutliche Verringerung der AhR- und Cyp1A1-mRNA- 
Expressionsspiegel und eine Erhöhung des Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegels. 
 
Zusammenfassend betrachtet hat die E2-Behandlung die erwarteten Effekte hervorgerufen und 





In den Fütterungsversuchen V3-1 - V3-3 diente E2-benzoat als Positivkontrolle für östrogene 
Effekte auf die untersuchten Zielorgane, da das natürlich vorkommende E2 oral unzureichend 
verfügbar ist, da es unmittelbar nach der Absorption aus dem Dünndarm ins Blut durch den 
First-Pass-Effekt bereits bei der ersten Leberpassage fast vollständig metabolisiert wird. 
Anhand der Ergebnisse von V3-1 war zu erkennen, dass die zunächst eingesetzte 
E2-benzoat-Dosis von 1,625 mg/kg Futter zu gering war, da diese nur einen geringen 
uterotrophen Effekt zeigte und bei den Proliferationsmarkern und dem Östrogen-responsiven 
Gen C3 nicht die erwartete Hochregulation bewirkte. Aus diesem Grund wurde in den 
weiterführenden Untersuchungen eine höhere E2-benzoat-Dosis (10 mg/kg Futter), wie bereits 
in anderen Studien [166-168], verwendet. Diese Dosis zeigte dann auch die erwartete 
Wirkung und übte vergleichbare Effekte wie das s.c. applizierte E2 aus. So hatte diese Dosis 
einen deutlichen uterotrophen Effekt (Tabelle 17, S. Tabelle 1128, Abbildung 25, S. 97), die 
Proliferationsmarker, das Proliferations-assoziierte Gen IGF-1 und die Östrogen-responsiven 
Gene C3 und CaBP9k wurden deutlich erhöht und IGF-1R, Clu, VEGFR-2, die ERs, AhR 
und Cyp1A1 wurden herunterreguliert (Tabelle 17, S. 128, Abbildung 26-31, S. 98-103). 
 
Im Fütterungsversuch V3-3, der über einen Zeitraum von 90 d lief,  nahmen die 
unbehandelten ovx Tiere im Vergleich zu den sham-Tieren mehr Futter zu sich und wiesen 
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somit zum Ende des Tierversuches ein höheres Körpergewicht auf. Die mit E2-benzoat 
substituierten Tiere nahmen im Vergleich zu den unbehandelten ovx, und sogar zu den  
sham-Tieren, weniger Futter auf und hatten zum Ende des Tierversuches in etwa das gleiche 
Körpergewicht wie die sham-Tiere (Abbildung 36 und 38, S. 110 und 112). Da jedoch die mit 
E2-benzoat substituierten Tiere zu Beginn der Behandlung ein deutlich höheres 
Ausgangsgewicht als die sham-Tiere aufwiesen, hatten diese Tiere somit über den 
Versuchszeitraum deutlich weniger Gewicht zugenommen als die sham-Tiere (Abbildung 37, 
S. 111). Roesch zeigte in seinen Untersuchungen zur Futteraufnahme unter Behandlung mit 
E2 bzw. mit dem ERα-selektiven Agonisten PPT eine signifikant verringerte Futteraufnahme 
unter E2- und PPT-Behandlung und eine signifikant geringere Gewichtszunahme unter E2 
[273].  Die E2-bedingte geringere Gewichtszunahme wird durch verschiedene Faktoren, 
einschließlich ERα-spezifische Effekte auf bekannte endokrine Modulatoren der Sättigung 
und der Adipositas wie z.B. Leptin und durch Effekte auf Glukosetoleranz und 
Insulinsensitivität, vermittelt [274, 275].  
So sind die in dieser Arbeit für E2-benzoat erhaltenen Ergebnisse bezüglich Futteraufnahme 
und Körpergewicht vergleichbar mit den Ergebnissen von Roesch und anderen Studien, in 
denen gezeigt wurde, dass die signifikante Körpergewichtszunahme ovx Ratten gegenüber 
sham-Tieren durch eine Östrogensubstitution aufgehoben werden kann [276, 277].  
 
Durch die E2-benzoat-Behandlung konnte die trabekuläre Knochendichte und -masse im 
Vergleich zu den sham-Tieren teilweise erhalten bleiben (Abbildung 46, S. 120). Dieses 
Ergebnis ist vergleichbar mit denen von anderen Studien, in denen durch Östrogensubstitution 
die Ovariektomie-induzierte Abnahmen der trabekulären Knochendichte aufgehoben werden 
konnte [146, 164, 166, 277]. Im Gegensatz dazu bewirkte die E2-benzoat-Behandlung keine 
Änderung der kortikalen Knochendichte, allerdings eine Verringerung der kortikalen 
Knochenmasse im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle (Abbildung 47, S. 121). Eine 
mögliche Ursache für die unterschiedlichen Effekte der Ovariektomie und der 
E2-benzoat-Behandlung auf die trabekuläre bzw. kortikale Knochendichte ist vermutlich, dass 
der kortikale Knochen eine geringere Stoffwechselleistung aufweist als der trabekuläre. Somit 
wird der trabekuläre Knochen durch die Ovariektomie mehr beeinflusst als der kortikale. 
Dafür spricht auch, dass der kortikale Knochen 80 % des Skelettvolumens ausmacht, jedoch 
nur zu 50 % am Stoffwechsel des gesamten menschlichen Knochengewebes beteiligt ist. 
Daher spricht vermutlich der trabekuläre Knochen auf metabolische Veränderungen schneller 
an als der kortikale. In mehreren Studien konnte so auch gezeigt werden, dass hauptsächlich 
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der trabekuläre Knochen vom osteoporotischen bzw. Ovariektomie-induzierten 
Knochenmasseverlust betroffen ist [278-280]. So beschrieben Riggs und Mitarbeiter, dass 
Frauen während der Menopause 20-30% der trabekulären, allerdings nur 5-10% der 
kortikalen Knochenmasse verloren [81]. Ähnliche Ergebnisse erhielten Genant und 
Mitarbeiter, die einen Verlust von 18% der trabekulären und nur 4% der kortikalen 
Knochenmasse bei Frauen mittleren Alters, die sich einer Ovariektomie unterzogen hatten, 
feststellten [281]. 
 
Insgesamt hat die E2-benzoat-Behandlung (10 mg/kg Futter) die erwarteten Effekte 





Bei den sham-Tieren handelte es sich um intakte Tiere, bei denen der operative Eingriff der 
Ovariektomie nachgestellt wurde, jedoch die Ovarien nicht entfernt wurden und somit in 
diesen Tieren der normale ovarielle E2-Spiegel erhalten blieb. 
Die sham-Tiere zeigten, wie in der Literatur bereits beschrieben [282], im Vergleich zu den 
unbehandelten ovx Kontrolltieren eine reduzierte Futteraufnahme und hatten 
dementsprechend auch zum Ende des Versuches ein geringeres mittleres Körpergewicht als 
die unbehandelten ovx Kontrolltiere. 
Die Expressionsprofile der sham-Tiere waren vergleichbare mit denen der ovx Tiere, die mit 
E2 oder E2-benzoat behandelt wurden. So waren die mRNA-Expressionsspiegel beider 
Proliferationsmarker, des Proliferations-assoziierten Genes IGF-1, der Östrogen-responsiven 
Gene C3 und CaBP9k und des AhR-regulierten Genes Gst-Ya im Vergleich zu den 
unbehandelten ovx Tieren deutlich erhöht. Die Östrogen-responsiven Gene Clu, VEGF und 
VEGFR-2 sowie IGF-1R, beide ERs, AhR und Cyp1A1 zeigten verglichen mit den 
unbehandelten ovx Kontrolltieren deutlich reduzierte mRNA-Expressionsspiegel (Tabelle 17, 
S. 128, Abbildung 40-45, S. 114-119).  
 
Die trabekuläre Knochendichte und -masse der sham-Tiere war im Vergleich zu den 
unbehandelten ovx Tieren signifikant höher, jedoch die kortikale Knochendichte unverändert, 
was Befunde mehrerer früherer Studien bestätigt [146, 166, 277]. Die kortikale 
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Knochenmasse hingegen war im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle verringert 





In den ersten beiden Fütterungsversuchen V3-1 und V3-2 wurde Genistein als 
Phytoöstrogenkontrolle mitgeführt, da dieses das am besten untersuchteste Phytoöstrogen ist 
und in in vitro-Studien gezeigt wurde, dass Genistein bevorzugt an den ERβ bindet.  Mehrere 
Studien konnten zeigen, dass Genistein sowohl in vitro als auch in vivo gewebsspezifisch 
entweder als ein schwaches Östrogen oder als ein Antiöstrogen wirken kann. Durch die 
Bindung von Genistein an ER wird eine strukturelle Änderung  vergleichbar mit dem durch 
SERMs, wie Raloxifen, hervorgerufen [24]. Zusätzlich haben Untersuchungen in 
verschiedenen in vitro- und in vivo-Modellen gezeigt, dass Genistein Östrogen-sensitive 
molekulare Parameter in einer SERM-ähnlichen Art und Weise moduliert [146, 199, 283].  
So konnte Genistein dem Ovariektomie-induzierten trabekulären Knochendichteverlust 
entgegenwirken, was für einen ERα-Effekt spricht. Insgesamt kann Genistein als ein SERM 
bezeichnet werden. 
 
Genistein wurde in den ersten beiden Fütterungsversuchen V3-1 und V3-2 in einer Dosis von 
0,7 g/kg Futter, wie zuvor in anderen Studien [269, 284, 285], eingesetzt.  
Im Fütterungsversuch V3-1 zeigte Genistein einen leichten uterotrophen Effekt, welcher auf 
mRNA-Ebene durch eine Erhöhung des IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels bestätigt wurde.  
Allerdings blieben die mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker unverändert. 
Des Weiteren bewirkte die Genistein-Behandlung eine Erhöhung der 
mRNA-Expressionsspiegel der Östrogen-responsiven Gene C3 und CaBP9k, was für eine 
östrogene Wirkung von Genistein spricht. Zusätzlich bewirkte es eine Herunterregulation der 
ERβ-, AhR-, Cyp1A1- und Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegel, hatte jedoch im Gegensatz 
dazu keinen Effekt auf die ERα-, Clu- und VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel (Tabelle 17, 
S. 128). 
Die Genisteinsubstitution hatte im Fütterungsversuch V3-2 weder auf das 
Uterusfeuchtgewicht noch auf die mRNA-Expressionsspiegel der Proliferationsmarker und 
der Proliferations-assoziierten Gene einen Einfluss. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem 
einer zuvor durchgeführten Studie, in der nach 90 d Behandlung auch kein uterotropher Effekt 
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beobachtet wurde [269]. Des Weiteren zeigte Genistein keinen Effekt auf die 
Östrogen-responsiven Gene und bewirkte sogar eine Reduzierung des 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegels. Zusätzlich zeigte es keinen Effekt auf die 
mRNA-Expressionsspiegel von AhR und Cyp1A1, bewirkte eine tendenzielle Verringerung 
des ERα-, eine Reduzierung der ERβ- und eine Hochregulation des 
Gst-Ya-mRNA-Expressionsspiegels (Tabelle 17, S. 128). 
 
Insgesamt konnte für Genistein nach 3-tägiger Behandlung eine geringe uterotrophe und 
östrogene Wirkung gezeigt werden, wohingegen nach 30-tägiger Genisteinsubstitution kein 
uterotropher und östrogener Effekt zu beobachten war. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass 
Genistein wie schon in vitro gezeigt, bevorzugt am ERβ wirkt und schwach bzw. gar nicht am 
ERα. Daher ist auch zu erklären, dass obwohl Soja als auch seine Bestandteile wie z.B. 
Genistein in Asien in großen Mengen konsumiert werden, keine unerwünschten Effekte wie 
z.B. Endometriumkarzinom auftreten. 
 
 
6.3 Sicherheit des ERr 731
®
 hinsichtlich proliferativer Veränderungen im 
Uterus 
 
Bei der Beurteilung der Sicherheit von Phytoöstrogenen als Alternative zur HRT müssen 
mögliche Nebenwirkungen und Langzeitwirkungen, z.B. im Uterus und in der Brustdrüse, 
sowie der Einfluss auf das Risiko an Mamma- und Endometriumkarzinom zu erkranken, 
berücksichtigt werden. 
Das Ausbleiben der Stimulation der Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes im uterotrophen 
Assay ist ein sehr wichtiger Indikator für die Sicherheit von östrogenen Bestandteilen oder  
Pflanzenextrakten hinsichtlich der Förderung von proliferativen Veränderungen im Uterus, 
die zu neoplastischen Änderungen des endometrialen Gewebes führen können. Darüber 
hinaus sind Änderungen der uterinen Genexpression der Proliferationsmarker und der 
Proliferations-assozierten Gene empfindlichere Marker für Proliferations-fördernder Effekte 
als das Uterusfeuchtgewicht alleine. Infolgedessen war ein Hauptziel dieser Untersuchungen 
mögliche uterotrophe oder ERα-antagonistische Effekte von der therapeutischen und den 
pharmakologisch relevanten ERr 731
®
-Dosen im Uterus ovx Ratten nachzuweisen. Die 
Behandlung der ovx Ratten mit den vier ERr 731
®
-Dosen über einen Zeitraum von drei Tagen 
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wurde verwendet, um den Extrakt auf potentiell östrogene Effekte zu testen. Die kombinierte 
Behandlung mit den gleichen vier ERr-731
®
-Dosen und der niedrigen E2-Dosis von 
0,5 mg/kg KG/d diente der Beurteilung der möglichen antiöstrogenen Wirkung des Extraktes. 
Die Fütterungsversuche, die über einen Zeitraum von 3, 30 und 90 d liefen, dienten zur 
Beurteilung der Wirkung nach kurz-, mittel- und langfristiger oralen Verabreichung des 
Extraktes.  
 
Im Gegensatz zur E2-bzw. E2-benzoat-induzierten Uterusfeuchtgewichtszunahme beeinflusste 
ERr 731
®
 weder s.c noch oral appliziert in einer der verwendeten Dosen das relative 
Uterusfeuchtgewicht. Im Vergleich zu Genistein, für den nach dreitägiger Substitution  ein 
leichter und nach 30-tägiger Substitution kein uterotropher Effekt nachweisbar war, bewirkte 
der oral applizierte Extrakt in keinem der Behandlungszeiträumen einen uterotrophen Effekt. 
In der kombinierten Behandlung mit der niedrigen E2-Dosis konnte der Extrakt sogar 
dosisabhängig der E2-induzierten Uterotrophie entgegenwirken, woraus eine Abnahme der 
E2-induzierten Uterusfeuchtgewichtszunahme auf annähernd das Level der ovx Kontrolltiere 
resultierte. 
Für den Extrakt konnte somit in diesen Experimenten gezeigt werden, dass dieser sowohl bei 
s.c. als auch bei langfristiger oraler Behandlung keinen uterotrophen Effekt aufweist und so 
hinsichtlich proliferativer Veränderungen im Uterus sicher erscheint.  
 
Um das Fehlen einer uterotrophen Antwort von ERr 731
®
 mittels des weitaus sensitiveren 
Parameters der Genexpression zu bestätigen, wurden die mRNA-Expressionsspiegel der 
Proliferationsmarker Ki67 und PCNA und des Mitogens IGF-1, welches ein potentieller 
Vermittler der E2-induzierten Effekten auf das uterine Wachstum ist [286], untersucht. Im 
Gegensatz zu E2 zeigte ERr 731
®
 s.c. appliziert keinen Effekt auf die 
mRNA-Expressionsspiegel von IGF-1, beeinflusste den  mRNA-Expressionspiegel von Ki67 
in den pharmakologischen Dosen von 1 und 100 mg/kg KG/d nur geringfügig und bewirkte 
eine Herunterregulation des PCNA-mRNA-Expressionsspiegels. Bei oraler Gabe des 
Extraktes blieben die mRNA-Expressionsspiegel der beiden Proliferationsmarker und des 
Proliferations-assoziierten Genes IGF-1 im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle 
unverändert (Tabelle 17, S. 128, Abbildung 26-27, Abbildung 40-41, S. 98, S. 114-115). 
Diese Daten wurden durch das Ergebnis der Proteinuntersuchung, in der eine Abnahme des 
PCNA-Proteinspiegels nach allen ERr 731
®
-Behandlungen zu sehen war (Abbildung 16 und 
24, S. 78 und 93), bestätigt. 
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Die erhaltenen Ergebnisse zeigen somit, dass der Extrakt die grundlegenden Mechanismen, 
welche in der Regulation der Zellproliferation oder Wachstumskontrolle involviert sind, nicht 
induziert. 
 
Durch die in V2 durchgeführte kombinierte Behandlung des Extraktes mit E2 in niedriger 
Dosis sollte eine mögliche antiöstrogene Wirkung des Extraktes untersucht werden. ERr 731
®
 
wirkte in Kombination mit E2 teilweise den E2-induzierten Effekten entgegen. So bewirkte 
der Extrakt eine Reduktion der E2-induzierten Zunahme des uterinen 
Ki67-mRNA-Expressionsspiegels (Abbildung 18, S. 83) und des uterinen 
PCNA-Proteinspiegels (Abbildung 24, S. 93), hatte jedoch keinen Einfluss auf die 
E2-induzierte Hochregulation des IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels (Abbildung 19, S. 84). 
Diese  Effekte des Extraktes sprechen für einen E2-Antagonismus. Es wurde jedoch ein Effekt 
beobachtet, in dem die ERr 731
®
-Behandlung die E2-Responsivität einem der Proliferation 
zugehörigen Endpunkt erhöhte. So wurde die E2-induzierte Hochregulation des 
PCNA-mRNA-Expressionsspiegels durch den Extrakt schwach erhöht. Allerdings resultierte 
diese Hochregulation weder in einem erhöhten Proteinspiegel des Proliferationsmarkers in 
den Western Blot Analysen, noch in einer erhöhten uterotrophen Antwort, wie es durch die 
Bestimmung des Uterusfeuchtgewichtes gezeigt wurde. Es ist möglich, dass diese 
Behandlung einen Stabilisierungseffekt auf die PCNA-mRNA hatte, wobei dies noch zu 
untersuchen ist. 
 
Die Untersuchungen auf morphologischer und molekularer Ebene konnten zeigen, dass der 
Extrakt s.c. appliziert als auch bei langfristiger oraler Einnahme keinen uterotrophen und 
keinen proliferativen Effekt im Uterus ausübte. Die Ergebnisse durch den oral applizierten 
Extrakt sind vergleichbar mit denen des oral verabreichten Genisteins, welcher bis auf das 
Uterusfeuchtgewicht nach dreitägiger Behandlung, keinen uterotrophen und proliferativen 
Effekt hervorrief. 
Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen sprechen des Weiteren dafür, dass ERr 731
®
 s.c. 
als auch oral appliziert die grundlegenden Mechanismen, welche in der Regulation der 
Zellproliferation oder Wachstumskontrolle involviert sind, nicht induziert. Somit konnten die 
Ergebnisse des uterotrophen Assays, in welchem ERr 731
® 
keine Zunahme des relativen 
Uterusfeuchtgewichtes stimulierte, auf mRNA-Ebene bestätigt und ergänzt werden. 
Zusätzlich waren die Effekte des Extraktes bei gleichzeitiger Gabe mit E2 in niedriger Dosis 
auf die E2-stimulierten Endpunkte wie z.B. Uterusfeuchtgewicht, mRNA-Expressionsspiegel 
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und Proteinspiegel der Proliferationsmarker und der Proliferations-assoziierten Gene 
tendenziell antiöstrogen. 
 
Es wird angenommen, dass Östrogen-induzierte vermehrte Zellproliferation zur Entwicklung 
von Karzinomen im Zielgewebe beiträgt und somit durch eine Östrogenmonosubstitution die 
Gefahr der Induktion eines Endometriumkarzinoms besteht [101].  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Extrakt alleinig appliziert keinen 
proliferationsfördernden Effekt im Uterus ausübte und somit vermutlich keine 
Hyperproliferation, die zu einem Karzinom führen kann, induziert. Des Weiteren konnte 
beobachtet werden, dass bei residualer E2-Konzentration der Extrakt einen antiproliferativen 
Effekt ausübte. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind vergleichbar mit den Ergebnissen einer zuvor 
durchgeführten Langzeit-Toxizitäts-Studie, in der verschiedene Dosen des Extraktes in 
weiblichen und männlichen Hunden für 4 und 13 Wochen untersucht wurden [157]. Die 
Ergebnisse der Studie zeigten, dass bei Verabreichung einer Maximaldosis von 
1000 mg/kg KG/d ERr 731
®
 keine signifikante Zunahme des Uterusgewichtes bewirkt wurde.  
Die in der Langzeit-Toxizitäts-Studie verwendete Maximaldosis ist ein Vielfaches der in 
dieser Arbeit eingesetzten Dosis, und beweist, dass der Extrakt auch in sehr hoher Dosis 
keinen uterotrophen Effekt induziert. 
Die in vivo-Ergebnisse, dass ERr 731
®
 keine uterotrophe Wirkung besitzt, bestätigen 
demzufolge die Daten der bisherigen klinischen Studien bezüglich der endometrialen 
Sicherheit des Extraktes. 
 
 
6.4 Effekte des ERr 731
®
 in den untersuchten Organen 
 
Neben den Untersuchungen zur Sicherheit des Extraktes in Hinblick auf proliferative 
Veränderungen im Uterus, wurde der Extrakt noch bezüglich anderer möglicher 
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6.4.1 Effekte auf das Körpergewicht 
 
Um Aussagen über den möglichen Einfluss des s.c. als auch oral verabreichten Extraktes auf 
das Körpergewicht treffen zu können, wurde das Körpergewicht bei allen Tierexperimenten 
bestimmt.  
Der Extrakt bewirkte sowohl s.c. als auch oral appliziert keine Änderung der Futteraufnahme 
oder des Körpergewichtes im Vergleich zu den unbehandelten ovx Kontrolltieren.  
Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Ergebnissen einer zuvor durchgeführten Langzeit-
Toxizitäts-Studie, in der verschiedene Dosen des Extraktes in weiblichen und männlichen 
Hunden für 4 und 13 Wochen untersucht wurden [157]. Diese Studie zeigte, dass der 
verabreichte Extrakt in keiner der verwendeten Dosen einen Einfluss auf die Futteraufnahme 
und auf das Körpergewicht der Tiere hatte.  
 
6.4.2 Effekte im  Uterus  
 
Da beide ERs Schlüsselkomponenten bei der Vermittlung östrogener Effekte im Uterus sind, 
wurden die Effekte von ERr 731
®
 auf die mRNA-Expressionsspiegel beider ERs untersucht. 
Im Tierversuch V1 änderte ERr 731
®
 in den  Dosen von 0,1-10 mg/kg KG/d den uterinen 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegel nicht signifikant. Einzig ein sehr milder Trend Richtung 
Herunterregulation des uterinen ERβ-mRNA-Expressionsspiegels war in der höchsten 
pharmakologischen Dosis von 100 mg/kg KG/d zu beobachten.  
Im Gegensatz dazu induzierte der Extrakt nur in der höchsten Dosis von 100 mg/kg KG/d 
eine signifikante Verringerung des uterinen ERα-mRNA-Expressionsspiegels (Tabelle 15, 
S. 126, Abbildung 12, S. 73). In anderen Worten, das ERβ/ERα-Verhältnis änderte sich 
dosisabhängig zugunsten des ERβ (Tabelle 14). In einer zuvor durchgeführten Studie konnte 
gezeigt werden, dass E2 eine Verschiebung des ERα/ERβ-Verhältnisses zugunsten des ERα 
induzierte [262] und so die Stimulation der Proliferation im Uterus hervorrief. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass die Proliferation direkt mit der Verschiebung des 
ERα/ERβ-Verhältnisses zugunsten des ERα korreliert ist. Da der Extrakt das 
ERβ/ERα-Verhältnis allerdings zugunsten des ERβ verschob, deutet dies darauf hin, dass der 
Extrakt keine Proliferation des Uterus induziert. Dafür spricht auch, dass die durch E2 
induzierte Proliferation zum großen Teil durch ein ERα/AP-1-Tethering-Mechanismus 
hervorgerufen wird [52], wohingegen der ERβ dazu nicht imstande ist.  
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Die Ergebnisse deuten darauf, dass der Extrakt durch seine mögliche ERβ-selektive Wirkung, 
hinsichtlich der Entstehung von Endometriumkarzinom durch vermehrte Proliferation 
unbedenklich ist. 
Der s.c. applizierte Extrakt zeigte in V1 nur in der höchsten pharmakologischen Dosis einen 
Effekt auf die mRNA-Expressionsspiegel der beiden ERs. In V2 bewirkte dieser in keiner der 
verwendeten Dosen eine Veränderung der Spiegel der ERα- und ERβ-mRNA-Expressionen.  
Dieser durch den Extrakt hervorgerufene Effekt ist vergleichbar mit den Ergebnissen einer 
Studie, in der der s.c. applizierte ERβ-selektive Ligand  8β-VE2 in ovx Ratten weder den 
ERα- noch den ERβ-mRNA-Expressionsspiegel beeinflusste [287].  
Im Antagonisierungsversuch V2 wirkte ERr 731
®
 in Kombination mit E2 in niedriger Dosis 
(0,5 µg/kg KG/d) in einer additiven Weise auf den ERβ-mRNA-Expressionsspiegel und 
verstärkte so die schwache Reduzierung des ERβ-mRNA-Expressionsspiegels nach alleiniger 
E2-Behandlung. Der dafür verantwortliche Mechanismus ist noch nicht genau bekannt und 
muss daher in nächster Zeit noch detaillierter untersucht werden. Der Extrakt hatte jedoch 
keinen Einfluss auf die E2-induzierte Herunterregulation des ERα-mRNA-Expressions-
spiegels.  
Der oral applizierte Extrakt bewirkte nur im 3 d-Fütterungsversuch (V3-1) eine Verringerung 
des uterinen ERβ-mRNA-Expressionsspiegels und in der niedrigen Dosis (1 mg/kg Futter) 
eine tendenzielle Herunterregulation des ERα-mRNA-Expressionsspiegels. In den anderen  
Fütterungsversuchen (V3-2 und V3-3) wurden die Spiegel der mRNA-Expression beider ERs 
durch den Extrakt nicht beeinflusst.  
 
Um die östrogene Wirksamkeit von ERr 731
®
 zu bewerten, wurden die 
mRNA-Expressionsspiegel Östrogen-responsiver Gene ermittelt. Vorhergehende Studien 
haben gezeigt, dass eine E2-Behandlung in einer starken Hochregulation der C3- und der 
CaBP9k-mRNA-Expressionsspiegel [195, 214, 217, 288] und in einer Herunterregulation der 
Clu-, VEGF- und VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel resultierten [197, 207, 272].  
Es ist bekannt, dass die C3-Promoterregion drei EREs enthält, wodurch die 
C3-mRNA-Transkription in Gegenwart von Östrogenen durch die in der Promoterregion 
enthaltenen EREs induziert wird [289]. Demzufolge  repräsentiert eine Hochregulation des 
C3-mRNA-Expressionsspiegels einen östrogenen Effekt und eine Herunterregulation kann 
Antiöstrogenität andeuten.  
In V1 konnte eine Verringerung des uterinen C3-mRNA-Expressionsspiegels unter den 
Basisspiegel der unbehandelten ovx Tiere durch ERr 731
®
 bewirkt werden, was zuvor bisher 
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nur für das pure Antiöstrogen Fulvestrant [290], für die ERβ-selektive Substanz Silymarin 
[291] und für 7-(O-prenyl)naringenin-4'-acetate gezeigt wurde [292]. Im 
Antagonisierungsversuch V2 inhibierte ERr 731
®
 die E2-induzierte Hochregulation des 
uterinen C3-mRNA-Expressionsspiegels effektiv und war zusätzlich imstande bei alleiniger 
Verabreichung den uterinen C3-mRNA-Expressionsspiegel wie schon in V1 unter den 
basalen Spiegel zu senken. Diese Effekte von ERr 731
®
 auf den uterinen  
C3-mRNA-Expressionsspiegel deuten auf eine ERβ-selektive und möglicherweise 
ERα-antagonistische Wirkung des Extraktes hin. Ursache für die durch den Extrakt 
hervorgerufene Wirkung kann die durch ERβ bedingte Inhibition der ERα-induzierten 
Genexpression (Yin-Yang-Hypothese) sein [21, 41, 293]. 
Durch die orale Substitution mit dem Extrakt blieb der uterine C3-mRNA-Expressionsspiegel 
im Vergleich zur unbehandelten ovx Kontrolle unverändert, allerdings in V3-1 konnte durch 
die niedrige ERr 731
®
-Dosis eine tendenzielle Verringerung des C3-mRNA-
Expressionsspiegels induziert werden. 
Auf  Proteinebene konnte in V1 als auch in V2 durch E2 keine wie in der Literatur [294] 
beschriebene Erhöhung des uterinen C3-Proteinspiegels beobachtete werden (Abbildung 16 
und 24, S. 78 und 93). In V1 konnte allerdings der Extrakt in den Dosen von 10 und 100 
mg/kg Kg/d den uterinen C3-Proteinspiegel verringern. Der dafür verantwortliche 
Mechanismus ist nicht bekannt, wobei ein ERβ-selektiver und eventuell ERα-antagonistischer 
Mechanismus, wie schon auf mRNA-Ebene beobachtet, möglich wäre.  
Auch auf die anderen in dieser Arbeit untersuchten Östrogen-responsiven Gene zeigte der s.c. 
als auch oral applizierte Extrakt keine östrogene Wirkung, bewirkte allerdings bei C3 und 
CaBP9k eine Reduzierung der mRNA-Expressionsspiegel im Vergleich zur unbehandelten 
ovx Kontrolle (Tabelle 15-17, S. 126-128). Diese Ergebnisse bestätigen die für C3 bereits 
erhaltenen Ergebnisse, dass der Extrakt vermutlich ERβ-selektiv wirkt. 
 
Bei fast allen Versuchen zeigte der Extrakt s.c. als auch oral verabreicht keinen Effekt auf die 
uterinen VEGF- und VEGFR-2-mRNA-Expressionsspiegel (Tabelle 15-17, S. 126-128). 
VEGF ist ein wichtiger Faktor für die zyklische Gefäßneubildung der weiblichen 
Geschlechtsorgane der Ratte [126, 295]. Es spielt jedoch nicht nur bei physiologischen 
Vorgängen eine große Rolle, sondern auch im Rahmen verschiedener Erkrankungen. So 
findet man in den Zellen vieler Tumoren eine stark erhöhte VEGF-mRNA-Konzentration, 
wobei  der Tumor selbst die Aktivierung des VEGF-Promotors in den Tumorzellen und in 
Zellen des Gewebes, das den Tumor umgibt, induziert. Der Einfluss des VEGF ist dabei 
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entscheidend für den Erhalt und das Wachstum von Tumoren, da gezeigt werden konnte, dass 
durch Verabreichung von VEGF-neutralisierenden Antikörpern eine Einschränkung des 
Tumorwachstums [296] und eine Permeabilitätsverminderung und Regression der 
Tumorgefäße [297] bewirkt wurde. 
In Anbetracht dessen, dass die uterinen mRNA-Expressionsspiegel von VEGF und VEGFR-2 
durch den Extrakt nicht verändert wurden, besteht so bei der Anwendung des Extraktes kein 
Risiko, dass dieser die Angiogenese des Uterus unerwünscht beeinflusst.  
 
In den durchgeführten Tierexperimenten wurde in Hinblick auf östrogene bzw. mögliche 
antiöstrogene Wirkung des s.c. applizierten Extraktes die kurz-, mittel- und langfristige orale 
Applikation des Extraktes untersucht. Die Ergebnisse der molekularbiologischen 
Untersuchungen zeigten, dass der Extrakt s.c. verabreicht keine östrogene, jedoch tendenziell 
antiöstrogene Wirkung besaß und auch bei langfristiger oraler Einnahme keine östrogenen 
Effekte im Uterus ausübte. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der AhR und die ihm nachgeschalteten Gene 
durch E2 herunterreguliert wurden.  
Der Extrakt zeigte s.c als auch oral appliziert in keinem der durchgeführten Experimente 
einen Effekt auf den AhR-mRNA-Expressionsspiegel, bewirkte allerdings in einigen 
Experimenten eine Herunterregulation der dem AhR nachgeschalteten Gene Cyp1A1 und 
Gst-Ya. Wie der Extrakt dies bewirkt ist zurzeit noch unklar, wobei die Wirkung über den 
AhR, einen direkten Effekt oder über einen anderen Mechanismus vermittelt werden kann. 
Die durch den Extrakt hervorgerufenen Expressionsmuster des AhR und der AhR-regulierten 
Gene unterschieden sich jedoch von dem durch E2-induzierten Expressionsmuster. Daher 
vermittelt  der Extrakt seine Effekte vermutlich durch einen von E2 abweichenden 
Mechanismus. Um Aussagen über die Beteilung der ERs in diesem Mechanismus treffen zu 
können, müsste ein ER-Antagonist wie Fulvestrant mitgeführt werden, da dieser ER-
vermittelte Effekte inhibiert.   
Da der Extrakt bzw. seine einzelnen Bestandteile als Fremdstoffe durch verschiedene 
Enzyme, hauptsächlich Cytochrom P450-Enzyme, metabolisiert werden, ist es nicht 
überraschend, dass der Extrakt einen Effekt auf die mRNA-Expression der AhR-regulierten 
Gene besitzt.  Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Reihe von sekundären 
Pflanzenstoffen, z.B. Flavonoide [298] und das Stilben Resveratrol [299], exogene AhR-
Liganden sind. 
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6.4.3 Effekte im Knochen 
 
Aufgrund der Ergebnisse mehrerer Studien wird angenommen, dass die knochenprotektive 
Effekte von Östrogenen primär durch den ERα vermittelt werden [143-147].  
Da der Extrakt in den in vitro-Untersuchungen eine schwache ERα-Aktivierung in den 
U2OS-Osteosarkomazellen zeigte (ca. 10 % der Wirkung von 10
-8
 M E2 [15]), wurde 
vermutet, dass der Extrakt potentiell knochenprotektive Wirkung besitzen könnte. Aufgrund 
dessen sollte der Extrakt diesbezüglich in vivo untersucht werden.  
Wie in mehreren Untersuchungen schon gezeigt [146, 164, 277, 300], resultierte im 
90 d-Fütterungsversuch die Ovariektomie in einer Reduktion der trabekulären Knochendichte 
sowie -masse im Bereich der Metaphyse der Tibia im Vergleich zu den sham-Tieren. 
Die E2-benzoat-Behandlung konnte die Ovariektomie-induzierte Abnahme der trabekulären 
Knochendichte und -masse aufheben, wohingegen die Behandlung mit dem Extrakt dem 
Abbau der trabekulären Knochendichte nicht entgegen wirken konnte (Abbildung 46-47, 
S. 120-121). 
Die Hauptbestandteile des Extraktes gehören allesamt zur Gruppe der natürlichen 
Hydroxystilbene, zu denen auch das im Rotwein enthaltene Resveratrol zählt. In einer zuvor 
durchgeführten Studie mit 12-wöchiger Resveratrol-Behandlung konnte jedoch ebenfalls kein 
Effekt auf die Knochendichte ovx Ratten gezeigt werden [167]. 
Da der Extrakt in vivo der Ovariektomie-induzierten Abnahme der trabekulären 
Knochendichte nicht entgegen wirken konnte, reichte anscheinend die in vitro gezeigte 
schwache ERα-Aktivierung in den U2OS-Osteosarkomazellen nicht aus, um einen 
knochenprotektiven Effekt in vivo zu vermitteln. 
 
 
6.4.4 Effekte in der Leber  
 
Zur Beurteilung möglicher toxikologischer Eigenschaften des untersuchten Extraktes bzw. der 
Kontrollsubstanzen wurde das Lebergewicht der einzelnen Behandlungsgruppen erhoben, da 
toxische Effekte mit Veränderungen klinisch-chemischer Parameter (Cholesterin und 
Alaninaminotransferase-Aktivität im Serum erhöht) und mit morphologischen Veränderungen 
(erhöhtes Lebergewicht, Hepatozytomegalie) einhergehen. 
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Aus diesem Grund wurden in allen Tierversuchen die Lebergewichte der Tiere ermittelt, um 
Aussagen bezüglich eventueller toxikologischer Effekte des applizierten Extraktes bzw. der 
Kontrollsubstanzen zu treffen. 
 
In den Tierversuchen mit s.c. Applikation des Extraktes (V1 und V2) wurden die 
Lebergewichte durch keine der Behandlungen beeinflusst. 
In den Fütterungsversuchen V3-1 und V3-2 unterschieden sich die Lebergewichte der 
Behandlungsgruppen auch nicht von dem der unbehandelten ovx Kontrolltiere. Einzig bei 
V3-3 konnte ein leicht erhöhtes Lebergewicht nach E2-benzoat-Behandlung im Vergleich zur 
ovx Kontrollgruppe festgestellt werden. Da jedoch auch die sham-Tiere ein leicht erhöhtes 
Lebergewicht aufwiesen, ist das durch die E2-benzoat-Behandlung leicht verändertes 
Lebergewicht als nicht bedenklich einzustufen. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind vergleichbar mit den Ergebnissen einer zuvor 
durchgeführten Langzeit-Toxizitäts-Studie, in der verschiedene Dosen des Extraktes in 
weiblichen und männlichen Hunden für 4 und 13 Wochen untersucht wurden [157]. Die 
Studie ergab, dass bei Verabreichung einer Maximaldosis von 1000 mg/kg KG/d ERr 731
®
 
keine pathologischen Veränderungen in der Leber auftraten.  
Die in der Langzeit-Toxizitäts-Studie verwendete Maximaldosis ist ein Vielfaches der in 
dieser Arbeit eingesetzten Dosis, und beweist, dass der Extrakt auch in sehr hoher Dosis 
keinen toxikologischen Effekt hervorruft. 
 
 




Aufgrund der Tatsache, dass der ERα mit Proliferation und möglicher Tumorbildung, der 
ERβ jedoch als Tumorsuppressor und inhibitorischer Modulator ERα-induzierter Effekte 
assoziiert ist, kommen ERβ-selektive Agonisten als mögliche sichere Alternative für die 
langjährige HRT zur Prävention und Behandlung klimakterischer Symptome in Frage.  
Da der ERβ im Knochen, Kolon, in endothelialen Zellen, Harnblase und Bereiche des 
Gehirns, die für die Wahrnehmung wichtig sind, exprimiert wird, ist anzunehmen, dass ein 
ERβ-selektiver Ligand einige Funktionen der traditionellen HRT (z.B. Linderung 
vasomotorischer Instabilität (Schweißausbrüche) und Prävention von Osteoporose) besitzen 
kann, ohne jedoch stimulatorische Effekte im Uterus und möglicherweise in der Brustdrüse zu 
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induzieren [149]. Daher sind für die Entwicklung von therapeutischen Medikamenten 
synthetische oder natürliche Einzelsubstanzen, als auch Pflanzenextrakte von großem 
Interesse, die hauptsächlich über den ERβ ihre Wirkung ausüben, ohne unerwünschte 
ERα-aktivierende Effekte im Uterus zu besitzen [16].  
 
Der Extrakt zeigte s.c. als auch oral appliziert in keiner der verwendeten Dosen einen 
uterotrophen Effekt. Dies könnte dafür sprechen, dass der Extrakt keine östrogene Wirkung 
besitzt. Es konnte jedoch in vitro gezeigt werden, dass der Extrakt ER-vermittelte 
Reportergenaktivität induziert. Der Extrakt zeigte dabei eine hohe Präferenz für den ERβ im 
Vergleich zum ERα, übte allerdings keine Aktivität am ERα in endometrialen Zellen aus [15, 
16]. Anhand dieser Ergebnisse könnte auch eine ERβ-selektive Wirkung des Extraktes das 
Fehlen einer uterotrophen Antwort erklären, da bekannt ist, dass die uterotrophe Antwort 
selbst und die Proliferation im Nageruterus durch ERα mittels eines Tethering-Mechanismus 
mit dem TF AP-1 vermittelt wird [52]. Ähnliche Beobachtungen wurden von Kuiper und 
Mitarbeiter für diverse andere Phytoöstrogene wie z.B. Genistein, Daidzein und Coumestrol 
berichtet [159]. Das Fehlen einer Stimulation uteriner Proliferation durch ERr 731
®
 ist 
außerdem vergleichbar mit den Ergebnissen einiger ERβ-selektiver Substanzen, wie z.B. 
Diarylpropylnitrile (DPN) [301, 302], Silymarin [291], 8-Vinylestra-1,3,5 
(10)-triene-3,17β-diol (8β-VE2) [303] oder das synthetische ERβ-selektive Pharmakon 
ERB-041 [149], die auch keine proliferativen Effekte im Uterus auslösten.  
Aufgrund dieser Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass der Extrakt vermutlich 
ERβ-selektiv wirkt und so keine proliferativen Veränderungen im Uterus induziert. 
 
Für die vermutete ERβ-selektive Wirkung des Extraktes sprechen auch die Ergebnisse 
klinischer Studien. In denen konnte gezeigt werden, dass der Extrakt die Linderung von 
Hitzewallungen, Kopfschmerzen, Migräne sowie Ängstlichkeit bewirkte [14, 152], was  eine 
Wirkung des Extraktes im ZNS andeutet. Dafür spricht, dass der ERβ im paraventricular 
nucleus (PVN) des Hypothalamus exprimiert wird und in den Neuropeptid-synthetisierenden 
Neuronen (Oxytocin und Arginin Vasopressin) enthalten ist  [309]. Zusätzlich konnte gezeigt 
werden, dass der ERβ auch in den Hydroxytryptamin (5-HT, Serotonin)-enthaltenen 
Neuronen des dorsalen Raphekerns von Mäusen exprimiert wird und die 5-HT-Synthese 





Um das Fehlen der uterotrophen Antwort von ERr 731
®
 mittels des noch sensitiveren 
Parameters der Genexpression zu bestätigen, wurde die mRNA-Expressionsspiegel der 
Proliferationsmarker Ki67 und PCNA und der Proliferations-assoziierten Gene IGF-1 und 
IGF-1R untersucht. 
Die Untersuchung der mRNA-Expressions- und Proteinspiegel der Proliferationsmarker und 
der Proliferations-assoziierten Gene haben dabei ergeben, dass der s.c. als auch oral 
verabreichte Extrakt diese Gene weder auf mRNA- noch auf Proteinebene stimulierte und bei 
einigen sogar zu einer tendenziellen Verringerung führte. 
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass E2 über den ERα den 
IGF-1/IGF-1R-Signalweg stimuliert und so eine gesteigerte uterine Proliferation induziert 
[127, 304]. Die Ergebnisse des s.c. als auch oral applizierten Extraktes, dass dieser keine 
Änderung des IGF-1-mRNA-Expressionsspiegels bedingte, sprechen dafür, dass der Extrakt 
nicht über den ERα wirkt. Stattdessen ist es wahrscheinlicher, dass der Extrakt bevorzugt an 
den ERβ bindet.  
Der Extrakt bzw. seine wirksamen Bestandteile, als mögliche ERβ-selektive Liganden, 
können kein Tethering mit dem TF AP-1 vermitteln, da dies nur mit dem ERα möglich ist. 
Aufgrund der Tatsache, dass ein AP-1-Tethering zur Stimulation der Proliferation notwendig 
ist [52], wird durch den Extrakt keine Proliferation im Uterus induziert und es besteht kein 
Risiko der Ausbildung eines Karzinoms. 
 
Der IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel wurde durch E2 herunterreguliert, was einerseits das 
Ergebnis der E2-induzierten Hochregulation von IGF-1, das zu einer Liganden-abhängigen 
Herunterregulation dessen Rezeptor führt [305, 306] oder andererseits ein direkter 
inhibitorischer Effekt von E2 auf die Expression des IGF-1R sein kann.  
Der Extrakt hatte in der therapeutischen Dosis (0,1 mg/kg KG/d) keinen Effekt auf den 
IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel, jedoch bewirkte dieser in den höheren 
pharmakologischen Dosen eine Reduktion des IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegels, während 
der IGF-1-mRNA-Expressionsspiegel unverändert blieb. Dies impliziert einen direkten Effekt 
von ERr 731
®
 auf den IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel, was jedoch im Gegensatz zu dem 
oben erwähnten Rückkopplungsmechanismus steht. Der reduzierte 
IGF-1R-mRNA-Expressionsspiegel kann zu einer verringerten Anzahl von 
IGF-1R-Molekülen in der Zellmembran führen. Dies würde dann in einer reduzierten Antwort 
des Gewebes auf IGF-1 resultieren. Da IGF-1 als ein potentieller Vermittler der E2-
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induzierten Effekte in der uterinen Proliferation angesehen wird, kann dies eine weitere 
Ursache dafür sein, dass ERr 731
®
 keinen uterotrophen Effekt ausübt. 
 
Um die östrogene Wirksamkeit von ERr 731
®
 zu bewerten, wurden die 
mRNA-Expressionsspiegel der Östrogen-responsiver Gene ermittelt. Der Extrakt zeigte auf 
diese Gene keine östrogene Wirkung, was durch die mögliche ERβ-selektive Wirkung des 
Extraktes erklärt werden kann.  
So  weiß man, dass sich der größte Unterschied zwischen ERα- und ERβ-Protein in der 
N-terminal A/B Domäne befindet, die nur zu 18 % der Aminosäuren homolog ist. Dieser 
Unterschied deutet darauf, dass die transkriptionelle Aktivierung der verschiedenen 
Östrogen-responsiven Gene durch ERα und ERβ unterschiedliche oder sogar gegensätzliche 
mRNA-Expressionsmuster aufweisen können [47, 307].  
Zwei wichtige Parameter, die die transkriptionelle Potenz und Agonist-/Antagonist-Charakter 
eines Liganden bestimmen sind einerseits die Affinität des Liganden zum Rezeptor und 
andererseits die Konformationsänderungen induziert durch den Liganden nach seiner Bindung 
am Rezeptor [86]. Dadurch ist es möglich, dass die aktiven Bestandteile vom Extrakt 
eventuell auch schwach mit dem ERα interagieren, jedoch die Konformationsänderungen 
nicht hervorrufen, die für die Dimerisierung notwendig sind.  
Des Weiteren ist bekannt, dass Koregulatoren sowohl für die transkriptionelle Aktivierung als 
auch für die Repression an den ERs notwendig sind [74]. Somit resultiert die 
entgegengesetzte transkriptionelle Wirkung von E2 und ERr 731
®
 vermutlich aus ihrer 
unterschiedlichen Fähigkeit zur Rekrutierung von Koregulatoren und Hervorrufen von 
transkriptionellen Funktionen des ERα oder ERβ. Daher kann vermutet werden, dass die 
aktiven Bestandteile von ERr 731
®
 selektiv Koregulatoren zum ERβ in einer Art und Weise 
rekrutieren ähnlich wie es bereits für Isoflavone beschrieben ist [308]. Für diese konnte 
gezeigt werden, dass ERβ-selektive Phytoöstrogene, wie Genistein, wirksamer Koaktivatoren 
zum ERβ als zum ERα rekrutieren [308, 309] 
In einer Studie konnte so z.B. gezeigt werden, dass die Behandlung mit dem ERβ-selektiven 
Liganden DPN keine signifikante Änderung des uterinen CaBP9k-mRNA-Expressions-
spiegels bewirkte [310]. 
 
Im Antagonisierungsversuch V2 wurde durch die gleichzeitige Behandlung der ovx Ratten 
mit ERr 731
®
 und E2 in der niedrigen Dosis von 0,5 µg/kg KG/d der hormonelle Status von 
postmenopausalen Frauen mit niedrigem verbleibenden E2-Spiegel nachgeahmt. Die Frage 
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war, ob die in vitro beobachtete ERβ-selektive Wirkung von ERr 731® einen Einfluss auf die 
E2-induzierten uterotrophen, proliferativen und östrogenen Effekte hat.  
Mehrere Studien haben das Potential für ERβ-Agonisten die E2-induzierte Zunahme des 
Uterusfeuchtgewichtes zu blocken untersucht. Malamas und Mitarbeiter [148] beschrieben, 
dass diese Substanzen nicht fähig waren die E2-vermittelte uterotrophe Antwort zu blockieren. 
Auf der anderen Seite berichteten jedoch Frasor und Mitarbeiter [89], dass der ERβ-selektive 
Agonist DPN imstande war, die durch den ERα-selektiven Agonist PPT verursachte 
Uterusgewichtzunahme zu vermindern [311].  
Es ist weiterhin bekannt, dass der Verlust des ERβ von proliferativen Läsionen in der 
erkrankten Brustdrüse [312] und Prostata [313, 314] begleitet ist. Darüber hinaus führt ein 
Knock-Out des ERβ zur E2-Überempfindlichkeit des Uterus, mit überhöhter uteriner 
Sekretion von Proteinen einschließlich Wachstumsfaktoren [315]. Diese Beobachtungen 
deuten auf  eine regulierende Funktion des ERβ bei der Östrogen-induzierten Proliferation 
und stimmen mit der Yin-Yang-Hypothese der ER-Aktivität überein, worin beschrieben ist, 
dass der ERβ die ERα-vermittelten Wirkungen inhibieren kann [21, 41, 293].  
Die Ergebnisse des Antagonisierungsversuches deuten darauf hin, dass die ERβ-Selektivität 
des Extraktes,
 
die in vitro beobachtet wurde, in der Tat direkt die antiproliferativen Effekte     
in vivo bedingen können. Eine Erklärung dafür könnte sein, dass ERβ die Östrogen-induzierte 
Proliferation durch Hemmung der ERα-Aktivierung vom Cyclin D1-Gen und anderer 
pro-proliferativen Zielgene inhibieren kann [307].  
Es stellt sich die Frage, wie  ERβ die transkriptionelle Aktivität von ERα reguliert.  
Matthew und Mitarbeiter konnten in ihrer Studie zeigen, dass die inhibitorische Wirkung des 
ERβ auf die ERα-vermittelten Effekte auf Verringerung des ERα-Proteinspiegels und 
reduzierte Rekrutierung des AP-1-Komplexes zu Östrogen-responsiven Zielgenen beruht 
[316]. Hall und McDonnel stellten die Hypothese auf, dass ERβ an die Zielgenpromotoren in  
einer Liganden-unabhängigen Art bindet und ERβ Heterodimere mit ERα bilden kann. 
Dadurch  bindet inaktiver ERβ in Gegenwart von niedrigen ungesättigten 
Hormonkonzentrationen an seine responsiven Elemente und blockiert kompetitiv die 
ERα-Bindung [317]. 
Zusätzlich konnte auch in anderen Studien gezeigt werden, dass die inhibitorischen Effekte 
von ERβ auf die ERα-Funktion durch die Formation von ERβ/ERα-Heterodimeren verbunden 
sind, in Folge dessen die ERα-Funktionen moduliert wird [28, 29]. 
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Ergänzend dazu konnte Gougelet und Mitarbeiter in Mammakarzinomzellen zeigen, dass die 
durch ERβ hervorgerufene Inhibition der E2-induzierten ERα-abhängigen Transkription 
hauptsächlich auf der Aktivität der AF-1 des ERβ beruht [318]. 
 
Die antagonistischen Eigenschaften von ERr 731
®
 im Rattenuterus wurden weiter durch 
Genexpressionsanalysen im Uterus zumindest auf der Ebene vom Östrogen-responsiven Gen, 
Komplement C3, unterstützt. 
Der Extrakt zeigte im Antagonisierungsversuch V2 unterschiedliche Effekte auf die 
untersuchten Gene. Dies konnte auch für den ERβ-selektiven Agonist DPN gezeigt werden, 
wenn dieser in kombinierter Behandlung mit dem ERα-Agonist PPT in juvenilen Mäusen 
verabreicht wurde [89]. So reduzierte DPN die PPT-induzierte Uterusgewichtzunahme, hatte 
keinen Effekt auf die C3- oder Laktoferrin-mRNA-Expressionsspiegel, zeigte jedoch einen 
additiven Effekt mit PPT auf die Herunterregulation der PR- und AR-mRNA-Expressions-
spiegel. 
Die beobachteten Effekte vom Extrakt im Antagonisierungsversuch sind vergleichbar mit der 
in vitro ermittelten ERβ-selektiven Wirkung, wobei besonders die inhibitorischen Effekte von 
ERr 731
®
 auf die Induktion der C3-Expression durch E2 zeigt, dass im Gegensatz zu den 
beobachteten Effekten in vitro, ERr 731
®
 einige antiöstrogene Wirkung  in vivo haben kann. 
 
Angesichts der in vitro- und in vivo-Daten, ist anzunehmen, dass ERr 731
®
 und/oder seine 
wirksamen Bestandteile SERM-ähnliche Eigenschaften aufweisen. Diese Annahme passt gut 
zu den Ergebnissen von einer kürzlich veröffentlichten Studie, in welcher drei synthetische 
SERMs vergleichsweise bewertet wurden. Insgesamt besaßen diese gemischte 
agonistische/antagonistische Eigenschaften, hatten jedoch mit ERr 731
® 
eine gemeinsame 
Besonderheit, die Reduktion der E2-stimulierten uterotrophen Antwort, inne [319].  
Das pharmazeutische Unternehmen MERCK veröffentlichte in einer Studie eine Liste von 
synthetischen SERMs [320]. Einige der aufgelisteten Verbindungen besaßen funktionelle 
Eigenschaften, die ähnlich denen des Extraktes waren. So zeigten diese eine 
Bindungspräferenz für den ERβ, die funktionell zu einer antiuterotrophen Antwort im 
uterotrophen Assay führte.  
In Bezug zu diesen Ergebnissen scheint es begründet, ERr 731
®
 mit funktionellen 




Im Tierversuch V3-3 bewirkte die Substitution mit den zwei unterschiedlichen 
ERr 731
®
-Dosen im Vergleich zu der unbehandelten ovx Kontrolle keine Änderung der 
Futteraufnahme und des Körpergewichtes. 
In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass E2- und PPT-Behandlung eine 
signifikant verringerte Futteraufnahme und ein geringeres Körpergewicht im Vergleich zu 
ovx Tieren induziert, wohingegen keine Veränderung der Futteraufnahme und des 
Körpergewichtes durch den ERβ-Agonisten DPN beobachtet werden konnte [273, 302].  
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der ERα die Effekte von Östrogenen, die zur einer 
verminderten Futteraufnahme und Körpergewichtszunahme führen, vermittelt und unterstütz 
die Hypothese, dass der ERβ keine Rolle bei der Regulation der Futteraufnahme und der 
Körpergewichtszunahme spielt.  
Da der Extrakt weder einen Einfluss auf die Futteraufnahme noch auf das Körpergewicht 
hatte, könnte dies ein weiterer Hinweis dafür sein, dass der Extrakt ERβ-selektiv wirkt. 
 
Die Ergebnisse der durchgeführten Tierexperimente legen nahe, dass es für die Wirkung des 
Extraktes anscheinend keine Rolle spielt, ob dieser s.c. oder oral verabreicht wird, da durch 
beide Applikationsformen annähernd die gleichen Effekte hervorgerufen wurden.  
Durch die s.c. Behandlung gelangen die einzelnen Bestandteile des Extraktes direkt ins Blut 
und können so anschließend in den Zielzellen ihre Wirkung ausüben.  
Durch die orale Verabreichung des Extraktes über das Futter werden die darin enthaltenen 
Glykoside durch die β-Glykosidasen der Dünndarmschleimhaut und durch die Enzyme der 
intestinalen Mikroflora hydrolysiert. Die dadurch entstandenen Aglykone Rhapontigenin und 
Desoxyrhapontigenin werden anschließend resorbiert [321]. Der größte Anteil der 
Bestandteile gelangt dann über das Pfortaderblut in die Leber, wo diese glukuronidiert 
und/oder sulfatiert werden und danach in den Blutkreislauf gelangen. Aus dem peripheren 
Blut können diese dann entweder über den enterohepatischen Kreislauf wieder in den Darm 
transportiert oder über die Niere ausgeschieden werden.  Über den enterohepatischen 
Kreislauf werden die Bestandteile im Darm von den Mikrofloraenzymen wieder dekonjugiert 
und anschließend resorbiert oder weiter metabolisiert. Neben der Metabolisierung in der 
Leber kann auch ein Teil der oral aufgenommenen Bestandteile von den im Dickdarm 
befindlichen Darmbakterien metabolisiert werden [322]. 
Nach der s.c. Behandlung mit dem Extrakt sind so vor allem die Glykoside bzw. deren 
Metabolite im Blut vorhanden. Durch die orale Verabreichung des Extraktes werden die 
Glykoside in die entsprechenden Aglykone hydrolysiert und dann sehr schnell zu Resveratrol 
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und Piceatannol weiter metabolisiert, die dann im Blut nachweisbar sind [323]. Für die 
Wirkung scheint es jedoch nicht von Bedeutung zu sein, ob die Glykoside oder die Aglykone 
hauptsächlich vorhanden sind, da unabhängig von der Behandlungsform annähernd die 
gleichen Effekte hervorgerufen wurden.  
In vitro konnte gezeigt werden, dass sowohl der Extrakt als auch seine Einzelbestandteile die 
gleiche Aktivität am ERβ aufweisen  [15, 16].  
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6.6 Untersuchung verschiedener Zelllinien hinsichtlich ihrer Eignung als 





Ergänzend zu den in den Tierexperimenten durchgeführten in vivo-Untersuchungen sollten 
einzelne mechanistische Aspekte zur Wirkung des Extraktes in Zellkultur vertiefend 
untersucht werden. Für diese Untersuchungen musste jedoch als erstes eine E2-responsive 
Zelllinie gefunden werden, in der die zu untersuchenden Gene exprimiert und diese ähnlich 
wie in vivo reguliert sind.  
Zu diesem Zweck wurden vier Zelllinien bezüglich dieser Anforderungen geprüft.  
Um die E2-Responsivität der Zelllinien zu bestimmen, wurden die Zellen mit E2 behandelt 
und anschließend Genexpressionsanalysen durchgeführt. 
Bei den R-Ishikawazellen wurde durch E2 weder der mRNA-Expressionsspiegel des 
Östrogen-responsiven Genes C3 noch der beiden ERs beeinflusst.  
Die E2-Behandlung bewirkte bei den HEC-1B-Zellen lediglich eine Herunterregulation des 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegels wohingegen die anderen untersuchten Gene kein 
Regulationsmuster aufwiesen.  
Somit zeigten diese beiden Zelllinien keine E2-Responsivität und nicht die in vivo 
beobachteten mRNA-Expressionsmuster, wodurch sich diese Zelllinien zu weiteren 
Untersuchungen nicht eigneten. 
Bei den RUCA-I-Zellen war schon bekannt, dass diese auf Plastik nicht E2-responsiv sind 
[170]. Es sollte deshalb überprüft werden, ob die Zellen auf Gelatine E2-responsiv sind.  
Die Zellen zeigten allerdings bezüglich der mRNA-Expression der untersuchten Gene nach 
24 h E2-Behandlung keine E2-Responsivität. Aus diesem Grund wurde getestet, ob eventuell 
bei längerer E2-Behandlungsdauer die Zellen auf E2 ansprechen. Jedoch auch bei längerer 
Behandlung für 48 h und 72 h konnte keine E2-Responsivität nachgewiesen werden, wodurch 
sich auch diese Zelllinie für weitere Untersuchungen als nicht geeignet herausstellte. 
Als letztes wurde die ECC-I-Zelllinie bezüglich ihrer Fähigkeit auf E2-Behandlung zu 
reagieren untersucht. Zu dieser Zelllinie war in der Literatur beschrieben, dass 
ERα-mRNA-Expressions und -proteinspiegel durch E2-Behandlung herunterreguliert wird 
[324], wobei in einer anderen Studie beschrieben wurde, dass ERα nicht durch E2, jedoch 
ERβ hochreguliert wurde [175]. 
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In dieser Arbeit konnte in den ECC-1-Zellen eine Herunterregulation von ERα, jedoch keine 
Regulation von ERβ beobachtet werden. Zusätzlich konnte weder eine Regulation des 
Östrogen-responsiven Genes C3 noch von den Proliferations-assoziierten Genen  IGF-1 oder 
IGF-1R beobachtet werden. 
Es wurde zusätzlich noch überprüft, ob eventuell bei längerer Behandlung der ECC-1-Zellen, 
diese sich für weitere Untersuchungen eignen. Jedoch auch bei längerer Behandlungsdauer 
konnte nur eine Herunterregulation des ERα-, jedoch keine eindeutige Regulation des 
ERβ-mRNA-Expressionsspiegel festgestellt werden. Der IGF-1-mRNA-Expressionsspiegel 
wurde durch die E2-Behandlung tendenziell erhöht und der C3-mRNA-Expressionsspiegel 
wurde im Gegensatz zur in vivo-Situation sehr stark herrunterreguliert. 
Diese Zelllinie eignete sich somit auch nicht für weitere Untersuchungen möglicher 
Wirkmechanismen des Extraktes. 
 
In Hinblick auf die nähere in vitro-Untersuchung der Wirkung des Extraktes auf das 
Östrogen-responsive Gen C3 kommt erschwerend hinzu, dass C3 vermutlich in humanen 
Zelllinien weniger stark reguliert ist als in der Ratte.  
 
Es konnte innerhalb dieser Arbeit keine geeignete Zelllinie identifiziert werden, die die 
erforderlichen Charakteristika wie E2-Responsivität und die in vivo beobachteten 
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7 Schlussfolgerung und Ausblick 
 
Ziel dieser Arbeit war es, den pflanzlichen Extrakt ERr 731
®
 hinsichtlich seiner Wirksamkeit 
und Sicherheit bezüglich Uterus und Knochen zu charakterisieren.  
Dazu wurde untersucht, ob der s.c. applizierte Extrakt östrogene bzw. potentiell 
ERα-antagonisierende Wirkung im Uterus besitzt. Zusätzlich wurde ermittelt, ob eine länger 
anhaltende orale Behandlung mit dem Extrakt sicher hinsichtlich proliferativer 
Veränderungen im Uterus ist und der Extrakt knochenprotektive Eigenschaften aufweist. 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der s.c. als auch der langfristig oral 
verabreichte Extrakt weder einen uterotrophen Effekt noch auf mRNA-Ebene die 
grundlegenden Mechanismen, welche in der Regulation der Zellproliferation oder 
Wachstumskontrolle involviert sind, induziert. Die Wirkung des ERr 731
®
 wird dabei 
vermutlich hauptsächlich über die Aktivierung des ERβ vermittelt, der keine Stimulation der 
Proliferation induziert. Zusätzlich übte der Extrakt so keine östrogenen Effekte auf die 
untersuchten Östrogen-responsiven Gene aus. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten in vivo-Untersuchungen lieferten Hinweise, dass die 
in vitro festgestellte ERβ-Selektivität des Extraktes auch in vivo zum Tragen kommt. Als 
funktionelle Auswirkung dieser ERβ-Aktivierung führte die ERr 731®-Behandlung zu einem 
ERα-antagonistischen Wirkprofil auf die uterinen Funktionen in Gegenwart einer niedrigen 
E2-Dosis. 
Somit konnte in dieser Arbeit die in den klinischen Studien erwähnte Anwendungssicherheit 
des Extraktes bezüglich des Uterus bestätigt werden. 
Für den Extrakt konnte allerdings, trotz der in vitro beobachteten schwachen Aktivierung des 
ERα in den U2OS-Karzinomazellen, in vivo keine knochenprotektive Wirkung nach 
90-tägiger oraler Behandlung gezeigt werden. 
 
Der Extrakt zeigte in dieser Arbeit keine uterotrophe und östrogene Wirkung im Uterus und 
übte keinen knochenprotektiven Effekt aus. In den klinischen Studien bewirkte der Extrakt 
allerdings Linderung klimakterischer Symptome, wie Hitzewallungen, Kopfschmerzen, 
Migräne sowie Ängstlichkeit, wobei jedoch keine unerwünschten Effekte in der Brustdrüse 
und im Endometrium auftraten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Extrakt als ein 
SERM bezeichnet werden kann.  
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Zur genaueren Beurteilung des SERM-Charakters des Extraktes sind allerdings noch 
weiterführende Untersuchungen in Organen, die hinsichtlich des Klimakteriums von 
Bedeutung sind, notwendig. So müsste  der Extrakt bezüglich seiner Wirkung im 
Gefäßsystem, der Brustdrüse und im ZNS untersucht werden, um umfangreichere Aussagen 
bezüglich der Bezeichnung des Extraktes als SERM treffen zu können.  
Die für das ZNS erhaltenen Ergebnisse (Linderung von Hitzewallungen, Kopfschmerzen, 
Migräne und Ängstlichkeit) müssten dazu noch in in vivo-Experimenten validiert und näher 
untersucht werden, um die dafür verantwortlichen Mechanismen herauszufinden. So könnte 
die Wirkung auf Hitzewallungen im Tiermodell anhand der Bestimmung der 
Schwanztemperatur und hinsichtlich Ängstlichkeit anhand verschiedener „Angstexperimente“ 
untersucht werden. So konnte Opas und Mitarbeiter in ihrer Studie zeigen, dass der von ihnen 
verwendete ERβ-selektive Ligand die Ovariektomie-induzierte Erhöhung der 
Schwanztemperatur inhibieren konnte [325]. 
 
Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen, durch die der Extrakt seine Effekte ausübt, 
muss eine geeignete Zelllinie gefunden werden. In dieser sollten dann Untersuchungen mit 
einem ERβ-selektiven Agonisten als Positivkontrolle und kombinierte Behandlung mit einem 
ERβ-selektiven Antagonisten, der ERβ-vermittelte Effekte inhibiert, durchgeführt werden, um 
eine eindeutige Aussagen bezüglich der möglichen ERβ-selektiven 
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Abbildung 51: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Proliferationsmarker Ki67 und PCNA  
der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 
731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter).  ** p < 0,01 kennzeichnet signifikanten 




Abbildung 52: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression von ERα und ERβ der ovx Ratten nach 
30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg 
Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter).  * p < 0,05 und ** p < 0,01 kennzeichnen signifikante 
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Abbildung 53:  relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene C3, Clu 
und CaBP9k der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  
zwei Dosen ERr 731
® 
(1mg und 1 g/kg Futter) und Genistein (0,7 g/kg Futter). * p < 0,05, ** p < 0,01 und 




Abbildung 54: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression der Östrogen-responsiven Gene VEGF 
und VEGFR-2 der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  
zwei Dosen ERr 731
® 
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Abbildung 55: relative Spiegel der uterinen mRNA-Expression des AhR und des AhR-regulierten Genes 
Cyp1A1 der ovx Ratten nach 30-tägiger oraler Behandlung mit E2-benzoat (1,625 mg/kg Futter),  zwei 
Dosen ERr 731
® 
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